Bayerisches Landesamt fur
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit

CRISPR
Cas

LGL Genome Editing

Band 11 der Schriftenreihe
Gentechnik fir Umwelt- und Verbraucherschutz




Die Autoren danken dem Bayerischen Staatsministerium fiir Umwelt und Verbrau-
cherschutz (StMUV) fir die Zusammenarbeit und Unterstltzung.

Aus Grunden der besseren Lesbarkeit haben wir auf die gleichzeitige Verwendung
geschlechtsspezifischer Schreibformen verzichtet. Samtliche Personenbezeichnungen
gelten gleichermal3en fiir alle Geschlechtsformen.

Herausgeber: Bayerisches Landesamt fir
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL)
Eggenreuther Weg 43, 91058 Erlangen

Telefon: 09131 6808-0

Telefax: 09131 6808-2102

E-Mail: poststelle@lgl.bayern.de

Internet: www.lgl.bayern.de

Druck: Gutenberg Druck + Medien GmbH, Uttenreuth
Bildnachweis: Bayerisches Landesamt fir

Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
Dr. Patrick Girtler

Stand: Marz 2019, aktualisierte Auflage vom April 2024

Autoren: Dr. Patrick Giirtler, Christin-Kirsty Baillie, Dr. Ottmar Goerlich,
Dr. Sabine Estendorfer-Rinner, Dr. Armin Baiker

Bei fachlichen Fragen wenden Sie sich bitte an:

Dr. Armin Baiker
Telefon: 09131 6808-5291
E-Mail: armin.baiker@Igl.bayern.de

Dr. Patrick Gurtler
Telefon: 09131 6808-5827
E-Mail: patrick.guertler@lgl.bayern.de

© Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
alle Rechte vorbehalten

Das vorliegende Druckprodukt wurde aus FSC-zertifizierten Materialien gefertigt.

ISSN 1866-7767 Druckausgabe
ISSN 1866-7775 Internetausgabe
ISBN 978-3-96151-052-8 Druckausgabe
ISBN 978-3-96151-053-5 Internetausgabe
(B s |

Diese Druckschrift wird kostenlos im Rahmen der Offentlichkeitsarbeit der Bayerischen Staatsregierung her-
ausgegeben. Sie darf weder von den Parteien noch von Wahlwerbern oder Wahlhelfern im Zeitraum von funf
Monaten vor einer Wahl zum Zweck der Wahlwerbung verwendet werden. Dies gilt fiir Landtags-, Bundes-
tags-, Kommunal- und Europawahlen. Missbrauchlich ist wahrend dieser Zeit insbesondere die Verteilung auf
Wahlveranstaltungen, an Informationsstanden der Parteien sowie das Einlegen, Aufdrucken und Aufkleben
parteipolitischer Informationen oder Werbemittel. Untersagt ist gleichfalls die Weitergabe an Dritte zum Zweck
der Wahlwerbung. Auch ohne zeitlichen Bezug zu einer bevorstehenden Wahl darf die Druckschrift nicht in
einer Weise verwendet werden, die als Parteinahme der Staatsregierung zugunsten einzelner politischer Grup-
pen verstanden werden konnte. Den Parteien ist es gestattet, die Druckschrift zur Unterrichtung ihrer eigenen
Mitglieder zu verwenden. Diese Publikation ist urheberrechtlich geschutzt, die publizistische Verwertung —
auch vonTeilen - der Veroffentlichung wird jedoch ausdricklich begrii3t. Bitte nehmen Sie Kontakt mit dem
Herausgeber auf, der Sie wenn mdglich mit digitalen Daten der Inhalte und bei der Beschaffung der Wieder-
gaberechte unterstutzt. Alle Rechte sind vorbehalten. Die Broschire wird kostenlos abgegeben, jede entgelt-
liche Weitergabe ist untersagt. Diese Broschilre wurde mit groBer Sorgfalt zusammengestellt. Eine Gewahr fir
die Richtigkeit und Vollstandigkeit kann dennoch nicht tbernommen werden. Fur die Inhalte fremder Internet-
angebote sind wir nicht verantwortlich.

Ny BAYERN | DIREKT ist |hr direkter Draht zur Bayerischen Staatsregierung. Unter
::',‘(" Telefon 089 122220 oder per E-Mail unter direkt@bayern.de erhalten Sie Informa-
3 tionsmaterial und Broschtiren, Auskunft zu aktuellen Themen und Internetquellen
sowie Hinweise zu Behorden, zustdndigen Stellen und Ansprechpartnern bei der
Tel. 089 122220 Bayerischen Staatsregierung.

K o o N

BAYERId\I | DIREKT

www.bayern



Genome Editing

Inhaltsverzeichnis
V0T 0V ] & TP UPPPRT 4
R 1 1 1 o T U o 5
2 Uberblick tiber die Genome Editing-TeChNIKEN .........coeieveeeieeeeeeeeeeeeee e 7
2.1 Oligonukleotid-gelenkte Mutagenese (ODM).........ooeuuiiiiiiiieeiieece e e 7
2.2 Ortsspezifische NUKIEASEN (SDIN) .....cooiiiiiiiiii e eeeeeees 8
2.2.1 MEQANUKIEASEN ... i e eiieeeiitce e s e e e e e e e e e e e e e e e aata e e e eaeeeeannes 11
2.2.2 Zinkfinger-NUuKIeasen (ZFN) .......c.ooouiiiiiii i e e e e eaees 11
2.2.3 Transcription Activator-like Effector-Nukleasen (TALEN) .......cccooviiiiiiiiiiiiiinneenn. 12
2.2.4 CRISPR/CAS-SYSIEM ....eiiiiiiiiiiieiiieieieeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeseseeaseesseesenssssssssnnsnsnnnsnssnnnnes 12
P SR == T =0 {111 0T TR 16
2.2.6 Transiente Anderung der GENEXPreSSION ............ccveeueeeueeeeeeeeeieereeereeeeeeeeeeeens 17
3 Anwendungen des Genome Editing ... 18
3.1 Anwendungen bei Mikroorganismen und Pilzen...........cccoooooiiiiiiiiiini e, 18
3.2 Anwendungen bei PTlanzen............oooviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 18
3.3 Anwendungen DI TIEIEN ......ooviiiiiiiiiiieeee ettt 20
3.4 Anwendungen beim MENSCREN .........coiiiiiiiii e e 21
IR I CT=T 0 1IN D 1| TR USRS 22
3.6 Anwendungen von CRISPR/dCas9 zum Nachweis von Nukleinsduren..................... 24
4 Mogliche Risiken des Genome Editing.......ccoooiviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 28
4.1 Off-Target-EffEKI ..o e 28
4.2 RISIKEN 0ES GENE DIV .....ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 30
5 Nachweis und Identifizierung von Modifikationen................cccccoviiiii e, 31
5.1 ReAIHIME PCR ....oiiiiiiiiii e 31
5.2 RNase H-abhangige real-time PCR .........cooiiiiiii e 36
RGN B o1 = 1 L= = @ = (o | = O = ) T 37
L O B N1 PSPPI 40
5.5 Next Generation SEQUENCING ......ciieeeiieeeiiiiis e e e e e e eetia s e e e e e e et e e e e e e e eaara e eeaaeeeenes 42
6  RECNTIICNE SIUBTION. . .uuiiiiiiiiiii e e 44
6.1 EUrOP&ISCHE UNION........ii e e et e e 44
I VAT L= 1= | S 45
A = . | S 47
8 DANKSAGUND oo 48
O LiteratUrVerZEICHNIS ..o e e e e e e e e e e e e aaeeeanne 49
0T 1 0 =S - T 56
11 Anhang 1 — Genome Editing: Anwendungsbeispiele.........ccccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 58
12 Anhang 2 — Genome Editing: Tiermodelle fir humane Erkankungen...................... 62

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 3



Genome Editing

Vorwort

Sehr geehrte Leserinnen und Leser,

bei der Tier- und Pflanzenzucht, aber auch bei der Nutzung von Mikro-
organismen, stehen wir in den nachsten Jahrzehnten vor grol3en Heraus-
forderungen. Neben Fragen zur Ernahrung der stark ansteigenden Welt-
bevdlkerung gelangen vor allem Themen wie Nachhaltigkeit, Vertraglich-
keit von Lebensmitteln, sowie die Sicherheit von Produkten immer mehr
in das Bewusstsein der Verbraucher. Die klassische Ziichtung leistet da-

bei einen wertvollen Beitrag, um diesen Herausforderungen zu begegnen.

In den letzten Jahrzehnten wurden vermehrt auch molekularbiologische
Techniken genutzt, um Organismen genetisch zu verandern. Im Bereich
der griinen Gentechnik wurden meist artfremde Gene in das Genom von
Pflanzen und Tieren eingefiigt, um diese Organismen mit neuen Eigen-
schaften auszustatten. Bei den klassischen molekularbiologischen Tech-
niken erfolgt der Einbau der fremden DNA in das Genom ungerichtet und
nicht vorhersagbar, was einer der Hauptkritikpunkte an diesen Techniken ist.

Seit einigen Jahren gewinnen neue molekularbiologische Techniken an
Bedeutung, die eine gezielte Modifikationen des Erbguts von Pflanzen,
Tieren und Mikroorganismen ermdglichen. Vor allem CRISPR/Cas9 hat
dabei einen zentralen Platz in der 6ffentlichen Diskussion eingenommen.
Seit dem Urteil des Europaischen Gerichtshofs im Jahr 2018 werden die
mit diesen neuen Techniken hergestellten Organismen in der EU als gen-
technisch veranderte Organismen eingestuft und stehen daher auch bei
Uberwachungsbehérden im Fokus.

Das Bayerische Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
(LGL) beschéftigt sich in einem durch das Bayerische Staatsministerium
fur Umwelt und Verbraucherschutz (StMUV) geférderten Forschungs-
projekt mit diesen neuen molekularbiologischen Techniken und deren
Nachweisbarkeit.

Die in diesem Rahmen entstandene Broschire soll eine verstandliche
Einfihrung in die Funktionsweisen verschiedener Genomeditierungs-
techniken bieten, mégliche Nachweisstrategien aufzeigen, sowie Nut-
zen und Risiken der neuen Techniken gegeniiberstellen.

o

Prof. Dr. Christian Weidner

Prasident des Bayerischen Landesamtes flr
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL)
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1 EinflUhrung

Seit der Entschlisselung der Struktur der DNA als Informationstrager der genetischen
Information durch Watson, Crick, Wilkins und Franklin im Jahr 1953 [1] hat sich die
Forschung intensiv damit beschaftigt, diese Informationen nicht nur zu verstehen, sondern
auch gezielt zu verandern. Die DNA besteht aus zwei miteinander verknipften Nukleinsaure-
Einzelstrdngen, die wiederum aus einzelnen Bausteinen, den Nukleotiden (oder Basen)
zusammengesetzt sind. Die Verknupfung der Einzelstrange zu einem DNA-Doppelstrang
kommt dadurch zustande, dass die vier méglichen DNA-Basen Adenin (A), Guanin (G),
Cytosin (C) und Thymin (T) sich immer paarweise aneinanderbinden (zu sogenannten
Basenpaaren, A=T bzw. G=C). Die Abfolge (Sequenz) dieser Basen bestimmt die im Erbgut
enthaltene Information.

Im Jahr 1965 beschrieb Werner Arber [2] die bakterielle Abwehr von Bakteriophagen ber
das Zerschneiden der Phagen-DNA durch Enzyme. Diese Enzyme, die spéater als
Restriktionsenzyme bekannt wurden, schneiden die DNA an bestimmten
Erkennungssequenzen. Dadurch bot sich erstmalig die Moglichkeit, die DNA im
Reagenzglas spezifisch zu schneiden und Nukleinsduren im Labor neu zu kombinieren. Fir
die Entdeckung und Erforschung der Restriktionsenzyme erhielten Werner Arber, Daniel
Nathans und Hamilton O. Smith 1978 den Nobelpreis fur Medizin [3]. Die
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme bestehen meist aus 4-8 Basenpaaren (oft
palindromisch), sind folglich sehr kurz und kommen oftmals h&ufig im Genom vor. Dies fuhrt
dazu, dass Restriktionsenzyme viele Schnitte im Genom verursachen. Ein einzelner Schnitt
der DNA an einer vordefinierten Stelle im Genom ist damit nicht méglich.

1973 gelang erstmals die Ubertragung von Nukleinsauren in einen Organismus. Stanley
Cohen und Annie Chang kombinierten virale und bakterielle DNA zu einem Plasmid
(ringférmige DNA), das auRerdem zwei Antibiotikaresistenzen enthielt. Diese DNA
Ubertrugen sie in das Bakterium Escherichia coli [4].

Ein Meilenstein der Molekularbiologie war die Entwicklung der Polymerasekettenreaktion
(PCR), fur die Kary Mullis 1993 den Nobelpreis fur Chemie erhielt. Nun war es mdglich,
bestimmte DNA-Abschnitte unter Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase
(Enzym) gezielt im Labor zu vervielfaltigen [5] oder neu zu kombinieren. Diese Kenntnisse
waren die Grundlage fur die Herstellung der ersten gentechnisch veranderten Pflanze, einer
antibiotikaresistenten Tabakpflanze [6].

Um die hergestellten DNA-Fragmente in die Zelle einzubringen, wurden verschiedene
Techniken angewandt. Die haufigsten angewandten Verfahren sind dabei die
Elektroporation, die Genkanone (engl.: gene gun) und die Infektion mit Agrobacterium
tumefaciens (mittlerweile auch als Rhizobium radiobacter bezeichnet). Die genannten
Methoden haben jedoch gemein, dass die Integration des fremden DNA-Fragments an einer
mehr oder weniger zufélligen Stelle im Genom stattfindet. AuRerdem ist die Effizienz dieser
Techniken eher gering, so dass viele Ansatze gemacht werden missen, bis das
gewunschtes Resultat erhalten wird. Einen deutlichen Fortschritt gab es in den 1990er
Jahren [7] durch die Entwicklung und Nutzung von ortsspezifischen Nukleasen wie ZFN [8]

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 5



Genome Editing

oder TALEN [9], mit denen es nun mdglich wurde, an einer vordefinierten Stelle im Genom
Modifikationen vorzunehmen (Genome Editing).

Der eigentliche Durchbruch des Genome Editing, also der zielgerichteten genetischen
Modifikation, kam durch die Entdeckung des CRISPR/Cas-Systems im Jahr 2011 [10].
Bereits ein Jahr spater konnte eine gentechnisch veranderte Version des CRISPR/Cas-
Systems konstruiert und dazu genutzt werden, bakterielle DNA zielgerichtet zu zerschneiden
[11]. Im Jahr darauf gelang dies auch fur die DNA héherer Séaugetierzellen [12].

Die steigende Bedeutung der fiir das Genome Editing verwendeten neuen
molekularbiologischen Techniken wird auch durch die Anzahl der veréffentlichten
Publikationen seit 2009 deutlich (Abbildung 1). Dabei nimmt vor allem CRISPR eine
Schlisselposition ein.
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10000 +
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Abbildung 1: Anzahl der wissenschatftlichen Publikationen mit den Stichwértern ,Genome Editing' (schwarze
Linie) und ,CRISPR* (blaue Linie) im Zeitraum zwischen 2009 und 2017 (Daten:
https://app.dimensions.ai/discover/publication).

Durch das CRISPR/Cas-System ist es nun deutlich einfacher und praktikabler geworden,
gewunschte Modifikationen im Genom von Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen
durchzufiihren. Wie jedoch schon bei der klassischen Gentechnik werden auch
Anwendungen der neuen molekularbiologischen Techniken in der Offentlichkeit sehr
kontrovers diskutiert.

In dieser Broschiire sollen daher nicht nur die neuen molekularbiologischen Techniken selbst
dargestellt werden, sondern auch deren Anwendungsmoglichkeiten, mégliche Risiken und
Maoglichkeiten eines Nachweises (ihrer Anwendung).

6 Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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2 Uberblick Giber die Genome Editing-Techniken

Die in diesem Bericht behandelten molekularbiologischen Techniken zur spezifischen
Modifikation von Nukleinsauren werden in zwei Varianten unterteilt:

= Nutzung einer Oligonukleotid-gelenkten Mutagenese (engl.: oligonucleotide directed
mutagenesis; ODM)
= Nutzung von ortsspezifischen Nukleasen (engl.: site directed nucleases; SDN)

Die Funktionsweisen der einzelnen Verfahren werden in den folgenden Abschnitten erlautert.

2.1 Oligonukleotid-gelenkte Mutagenese (ODM)

Bei der Oligonukleotid-gelenkten Mutagenese (ODM; engl.: oligonucleotide directed
mutagenesis) werden kurze, synthetisch hergestellte, einzelstrangige Nukleinsaure-Stiicke
(Oligonukleotide) mit einer Lange von ca. 20 bis 100 Nukleotiden in die zu verandernde Zelle
eingebracht (Abbildung 2). Diese Oligonukleotide sind dabei bis auf eine oder wenige
Basen komplementar zu der zu verandernden, spezifischen DNA-Sequenz im Genom der
Zelle. Dort dienen sie als Matrize fur das gezielte Einfligen von Mutationen, welche nur ein
bis wenige DNA-Basenpaar(e) betreffen. Die zellularen Mechanismen, die zu den
Mutationen fuhren sind nicht vollig verstanden; es wird jedoch davon ausgegangen, dass
DNA-Reparaturenzyme eine wichtige Rolle spielen [13]. Mit der ODM kann man Gene gezielt
ausschalten, aktivieren oder verandern. Das Einfligen von fremder DNA (z. B. Transgenen)
in das Genom von Zellen ist mit Hilfe der ODM nicht mdglich.

Prominentes Beispiel fur eine mit Hilfe der ODM hergestellte Kulturpflanze ist der
herbizidtolerante Cibus-Raps [14].

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 4
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A das zu modifizierende Nukleotid

ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1T 7 17T 1T 17717713
TAGGAAGTGGCAGCTGEGGCCGEGTTACAGTT
ATCCTTCACCGTCGACCGGCAATGTT CAA

gl L T 100 TV T T T T3P TP T T 13 1T 10 .

Zugabe des Oligos
@5'1|||||||||3'
CAGCCGGAAT
ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TT1T T 7T 17T 17717717713
TAGGAAGTGGCAGCTGGCCGTTACAGTT
ST T T T T T T T 1713
CAGCCGGCCAQG
ATCCTTCACCGTT CG CCGGCAATGTTCAA
gL L T T 10 TV T T T 1T NLL LT T 10 111711 ¢
zelleigener %QA
Reparaturmechanismus £
G
L
ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 171713
TAGGAAGTGGCAGCTGGCCGTTACAGTT
ST T T T T T T 1T T 713
CAGCCGGCCOG
ATCCTTCACCGTCGEGGCCGGCAATGTC CAA
SRR TN Y Y Y Y Y Y O M M

modifiziertes Nukleotid

Abbildung 2: Prinzip der Oligonukleotid-gelenkten Mutagenese. Das zugegebene Oligonukleotid dient als
Vorlage fir den zelleigenen Reparaturmechanismus, der den gelenkten Austausch eines Nukleotids vollzieht.

2.2 Ortsspezifische Nukleasen (SDN)

Ortsspezifische Nukleasen (SDN; engl.: site-directed nucleases) sind Enzyme, die mit Hilfe
von RNA oder Proteinen an eine bestimmte Stelle im Genom gefuhrt werden, die verandert
werden soll. Dort bewirken die Nukleasen einen Doppelstrangbruch, der fir das Genome
Editing genutzt werden kann. Man spricht bei SDN daher von RNA-gelenkten (engl.: RNA-
directed) oder Protein-gelenkten (engl.: protein-directed) SDN.

Bevor die SDN an der vordefinierten Stelle im Genom einen Doppelstrangbruch erzeugen
konnen, mussen diese jedoch in die zu verandernde Zelle eingebracht werden. Hierfur gibt
es vielfaltige Verfahren.

Die SDN kénnen als DNA in das Genom der Zelle eingefuigt werden (ggf. unter Verwendung
von viralen Vektoren bzw. Plasmidvektoren in tierischen Systemen). Bei Pflanzen kann die
DNA auch mit Hilfe der Genkanone (engl. gene gun) oder der Uber Agrobakterien

8 Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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vermittelten Transformation in die Zelle eingebracht werden. In der Zelle wird die DNA in
MRNA und anschlie3end in das entsprechende Protein tbersetzt und kann dann als
funktionsfahige SDN zur Genomeditierung fuhren.

In der Regel ist die Anwesenheit des SDN-Systems (SDN und ggf. lenkende RNA) jedoch
nur voribergehend (transient) erforderlich. Wird die SDN auf (m)RNA-Ebene in die Zelle
gebracht, wird sie dort in das entsprechende Enzym Ubersetzt und kann dann eine
Genomeditierung bewirken. Dabei wird die SDN nur so lange produziert, wie auch
entsprechende RNA vorhanden ist, also nur vortibergehend. Zudem ist es auch mdglich, die
SDN direkt auf Proteinebene in die Zelle zu bringen. Auch hier ist die SDN nur zeitlich
begrenzt in der Zelle vorhanden. In beiden Fallen ist eine kodierende Fremd-DNA in der final
genomeditierten Zelle nicht nachweisbar.

SDN kénnen auf unterschiedliche Weise zu Modifikationen des Genoms flhren bzw. genutzt
werden. Darauf basierend wird eine Differenzierung in SDN-1-, SDN-2- und SDN-3-Technik
vorgenommen (Abbildung 3).

Bei der SDN-1-Technik wird ausschlief3lich die SDN in die zu veréandernde Zelle eingebracht,
wo sie einen Doppelstrangbruch an der vorab definierten Stelle im Genom bewirkt. Dieser
Doppelstrangbruch kann vom zelleigenen Reparaturmechanismus mittels non-homologous
end joining (NHEJ) repariert werden, wodurch zufallige Mutationen entstehen kénnen, die

i. d. R. nur ein bis wenige Basenpaar(e) betreffen. AuRerdem ist es moglich, dass ein oder
wenige Basenpaar(e) eingebaut (Insertion) oder entfernt (Deletion) werden. Folglich fuhrt die
SDN-1-Technik zum Ausschalten eines Gens (knock-out) oder zu einer zufalligen
Veranderung des Gens. Gezielte, vordefinierte Veranderungen bezliglich des erwiinschten
Merkmals und das Einfiigen von fremder DNA (z. B. Transgenen) sind mit Hilfe dieser
Technik nicht maglich.

Neben der SDN wird bei SDN-2 auch ein (einzel- oder doppelstrangiges) DNA-Molekdl in die
zu verandernde Zelle eingebracht. Die eingebrachte DNA kann mehrere tausend
Basenpaare umfassen und ist homolog (d. h. in der DNA-Sequenz Ubereinstimmend) zu den
flankierenden Sequenzbereichen des eingefiihrten Doppelstrangbruchs. Sie unterscheidet
sich an der Stelle des Doppelstrangbruchs lediglich durch ein bis wenige DNA-Basenpaar(e)
von der endogenen (zelleigenen) DNA-Sequenz. Bei der Reparatur des Doppelstrangbruchs
durch die zelleigene DNA-Reparaturmaschinerie mittels homologer Rekombination (HR) wird
mit Hilfe der eingefihrten homologen DNA die gewtinschte (ein bis wenige DNA-
Basenpaar(e) betreffende Veranderung gezielt im Genom der Zelle verankert. Dadurch
lassen sich Gene gezielt ausschalten, aktivieren oder verandern. Das Einfligen von fremder
DNA (z. B. Transgenen) in das Genom von Zellen ist mit Hilfe der SDN2-Technik nicht
moglich. Es ist an dieser Stelle anzumerken, dass die Reparatur defekter Gene mittels
eingebrachtem, homologem DNA-Molekil und homologer Rekombination (HR) im Regelfall
mit geringerer Effizienz ablauft, als die Erzeugung von Insertionen / Deletionen (,Indels") als
Nebenprodukt der non-homologous end joining- (NHEJ-) Reparatur.

Bei der Nutzung der SDN-3-Technik wird neben der SDN auch ein (doppelstréngiges) DNA-
Molekiil in die zu verandernde Zelle eingebracht. Dieses DNA-Molektl kann mehrere
tausend Basenpaare umfassen und ist von Abschnitten flankiert, die homolog (in der DNA-
Sequenz ubereinstimmend) zu der DNA um die Zielsequenz des eingefuhrten

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 9
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Doppelstrangbruchs sind. Im eingebrachten DNA-Fragment befindet sich an der Stelle des
gezielten Doppelstrangbruchs ein DNA-Stlick aus einem anderen Organismus, welches als
Fremd-DNA (i. d. R. transgen) bezeichnet wird. Bei der Reparatur des Doppelstrangbruchs
durch die zelleigene DNA-Reparaturmaschinerie mittels ,homologer Rekombination* (HR)
wird die fremde DNA gezielt an dieser Stelle des Zellgenoms verankert (chromosomale
Integration). Mit der SDN3-Technik werden somit gezielt fremde DNA-Bereiche (i. d. R.
Transgene) in das Genom von Zellen eingefigt. Integriert diese rekombinante DNA (wie

beabsichtigt) chromosomal, dann ist der resultierende Organismus Trager einer

gentechnischen Veranderung, vergleichbar mit Ergebnissen einer klassischen Transgenese.

Bei der SDN-3-Technik sind jedoch die folgenden Punkte anzumerken:

= Handelt es sich bei der mit Hilfe der SDN3-Technik gezielt in das Genom des
Organismus eingefiigten DNA um eine DNA desselben Organismus oder einer
verwandten Art, so ist ggf. der Sachverhalt der ,Selbstklonierung (gemaf § 3 Nr. 3c

Buchstabe ¢ GenTG) erfllt.

= Im Unterschied zur ,klassischen* Cisgenese bzw. Transgenese wird im Fall der
SDN3-Technik die eingefiigte DNA derselben Art bzw. die eingefligte Fremd-DNA
gezielt an eine bestimmte Stelle des Genoms des Empfangerorganismus eingebaut.
Zur Erzeugung des sequenzspezifischen Doppelstrangbruchs gibt es verschiedene

molekularbiologische , Tools" die im Folgenden kurz erlautert werden.

—

SDN-1

Doppelstrangbruch

—/?,o—

SDN

NHEJ

Deletion

Punktmutation
T

Insertion

) @
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DNA mit Mutation

o}
—
+
Doppelstrangbruch

SDN
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SDN-3

—
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Abbildung 3: Unterteilung der SDN-Techniken in SDN-1, SDN-2 und SDN-3
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2.2.1 Meganukleasen

Meganukleasen besitzen wie Restriktionsenzyme eine spezifische Erkennungssequenz, an
der die DNA geschnitten wird. Im Gegensatz zu Restriktionsenzymen, die nur wenige
Basenpaare erkennen, weist die Erkennungssequenz bei Meganukleasen jedoch eine Lange
von 20-30 Basenpaaren auf (siehe Abbildung 4). Diese Lange fiihrt dazu, dass die
Erkennungssequenz statistisch fur das entsprechende Genom einmalig ist. Uber ein
Proteindesign kdnnen Meganukleasen im Labor gezielt modifiziert werden, um ihre
Erkennungssequenz anzupassen.

Meganuklease

5'|||||||||||27'f||||||||||||||||3'
TAGGAAGTGGCAGCTGGCCGTTACAGTT
ATCCTTCACCGTCGACCGGCAATGTT CAA

3.|||||||||||||O|1!{||||||||||||||5.

Abbildung 4: Funktionsprinzip einer Meganuklease. Das Enzym erkennt eine spezifische Sequenz zwischen 20
und 30 Basenpaaren und fuhrt an dieser Stelle zu einem Doppelstrangbruch.

2.2.2 Zinkfinger-Nukleasen (ZFN)

Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) werden wie die unter Punkt 2.2.3 beschriebenen Transcription
Activator-like Effector-Nukleasen (TALEN) zu den Protein-gelenkten SDN gezahlt und waren
eine der ersten Techniken des Genome Editing. ZFN sind kiinstlich hergestellte
(rekombinante) Fusionsproteine, die aus einer DNA-Bindedomaéne (Zinkfinger-Doméne) und
einer DNA-Schneidedomane (Nuklease-Domaéane) bestehen (Abbildung 5). Die ZFN
funktionieren als Heterodimer, so dass zwei ZFN vorhanden sein mussen, um einen fir das
Genome Editing notwendigen Doppelstrangbruch zu verursachen. Jeder Zinkfinger erkennt
drei aufeinanderfolgende Nukleotide, wodurch die Nuklease-Domane des
Restriktionsenzyms (i. d. R. Fokl) an die entsprechende Stelle im Genom gelenkt wird. Dort
erfolgt der Doppelstrangbruch durch die Aktivitat der beiden Nuklease-Doménen [15, 16].

Linker
Fok|/\_[ ZF—3][ZF-2]m
! 30 ¢ o b e b d 3
— T rr1rrrrrrrwrrrrrrrrrrrrrrrr.
TAGGAAGTGGCAGCTGGCCGTTACAGTT
ATCCTTCACCGTCGACCGGCAATGTCAA
E R T 7 N
? %% 74
[ ZF-3* l[ ZF-2* Foki
Linker

Abbildung 5: Funktionsprinzip der Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) nach Carroll, 2011 [15].
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Die Tatsache, dass zwei Dimere binden missen, damit ein Schnitt erfolgen kann, erhéht die
Lange der zu erkennenden DNA-Sequenz und damit die Spezifitat des Schnittes [17]. Diese
Spezifitét kann Uber die Addition weiterer Zink-Finger erhéht werden.

2.2.3 Transcription Activator-like Effector-Nukleasen (TALEN)

Den ZFN sehr @hnlich sind die TALEN, die jedoch im Vergleich wesentlich variabler sind. Sie
bestehen aus einer TALE-Doméane und einer Nuklease-Doméne. Die TALE-Doméne ist aus
Aminoséauren aufgebaut, wobei der Uberwiegende Teil des Proteins konserviert ist, und nur
zwei Aminosauren variabel sind. Uber diese beiden hochvariablen Aminosauren erfolgt die
Erkennung des Nukleotids (Abbildung 6). Jede Einheit der TALE-Domane erkennt ein
Nukleotid. Uber die Kombination der TALE-Doménen-Einheiten wird die Nuklease-Doméane
an die entsprechende Stelle im Genom gelenkt, an der die Modifikation stattfinden soll.
Theoretisch ist es mdglich, die Nuklease tber die Kombination der TALE-Domé&ne-Einheiten
an jede Stelle im Genom zu lenken, jedoch muss die TALE Bindestelle mit einem Thymidin
beginnen [18]. Die Aktivitat der Nuklease-Domaéne fuhrt schlieRlich zum Doppelstrangbruch
an der vordefinierten Stelle im Genom. Die Nuklease schneidet wie auch bei den ZFN nur als
Dimer [19].

Linker
1 ;; ;20 1
ST T T T 1T 1T 17 17 T 1 I P T T T T 17T T T T T T T T 1T 1713
TGTGAAGTGGTCGCTGGACGTTACAAGT
ACACTTCACCAGCGACCTGCAATGTTCA
EYURAT Y Y /2 O Y Y O A
g
Fokl
Linker

Abbildung 6: Funktionsprinzip der Transcription Activator-like Effector-Nukleasen (TALEN)

2.2.4 CRISPR/Cas-System

Bakterien und Archaeen kdénnen von einer Gruppe von Viren, den Bakteriophagen, infiziert
werden. Um sich dagegen zu schitzen, haben diese Mikroorganismen diverse
Abwehrmechanismen entwickelt. Beim CRISPR/Cas-System werden die durch den
Bakteriophagen in die Zelle injizierten genetischen Elemente mit Hilfe der bakteriellen
Proteine Casl, Cas2 und Csn2 erkannt und in kleine Fragmente zerlegt. Diese Fragmente
werden als sogenannte Spacer zwischen sich wiederholende DNA-Bereiche (Repeats) ins
Genom integriert (Abbildung 7). Die Repeats werden als Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats (CRISPR) und der Genort als CRISPR-locus bezeichnet. Es folgt
die Transkription der Spacer und eines Gens, das fur eine tracrRNA codiert. Diese tracrRNA
ist komplementér zur Sequenz der Repeats. Nach der Transkription der Spacer erfolgt die
Reifung (Maturierung). Dabei werden die Spacer auf 20 Nukleotide getrimmt und die
tracrRNA gebunden. AnschlieRend erfolgt die Bindung eines Cas9-Enzyms, das Uber die 20
Nukleotide der Spacer, die jetzt als guideRNA bezeichnet werden, an eine komplementére
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DNA gelotst wird. Diese komplementére Sequenz liegt dabei vor einem Protospacer
Adjacent Motif (PAM), das beim Bakterium Streptococcus pyogenes aus der
Nukleotidabfolge NGG besteht (N = beliebiges Nukleotid). Am komplementaren DNA-
Abschnitt erfolgt durch das Cas9-Enzym ein Doppelstrangbruch, wodurch die Fremd-DNA

inaktiviert wird (Abbildung 7).

Neben dem Cas9-Enzym aus Streptococcus pyogenes gibt es noch viele andere
Enzymvarianten aus verschiedenen Bakterienspezies, die jeweils unterschiedliche PAM-
Sequenzen erkennen kdnnen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: exemplarische Varianten des Cas9-Enyzms (http://www.rgenome.net/cas-designer/) mit der jeweiligen
PAM-Sequenz. (degenerierte Basen: K=G/C; M=A/C; N=G/AIT/C; R=G/A; V=G/AIC; W=A/T; Y=TI/C)

Enzym Organismus PAM-Region [5'-3']
SpCas9 Streptococcus pyogenes Ngg
StCas9 Streptococcus thermophilus NNAgAAW
NmCas9 Neisseria meningitidis NNNNgMTT
SaCas9 Staphylococcus aureus NNgRRT
CjCas9 Campylobacter jejuni NNNVRYAC
CjCas9 Campylobacter jejuni NNNNRYAC
AsCpfl Acidaminococcus sp. TTTN
AsCpfl Acidaminococcus sp. TTTV
SpCas9 Streptococcus pasteurianus NNgTgA
FnCpfl Francisella sp. TTN
SaCas9 Staphylococcus aureus NNNRRT
FnCpfl Francisella sp. KYTV
VRER SpCas9 Streptococcus pyogenes NgCg
YQR SpCas9 Streptococcus pyogenes NgA
XCas9 3.7 (TLIKDIV SpCas9) Streptococcus pyogenes NgT

2012 wurde basierend auf dem CRISPR/Cas9-System aus dem Bakterium Streptococcus
pyogenes ein effizientes Werkzeug flr das Genome Editing entwickelt. Fir diese
Anwendung wurde das naturlich vorkommende CRISPR/Cas9-System stark vereinfacht und
So gestaltet, dass es einfach und effektiv an neue Ziele angepasst werden kann [20]. Mit
dem optimierten System ist es nun mdglich, einen Doppelstrangbruch an einer vorher
definierten Stelle im Genom zu erzeugen (Abbildung 8).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Funktionsweise des bakteriellen CRISPR-Cas9-Systems. Nach der
Injektion der Fremd-DNA erfolgt die Fragmentierung dieser DNA mit Hilfe der Proteine Casl, Cas2 und Csn2. Ein
Fragment des viralen Genoms wird als neuer Spacer zwischen zwei Repeats am CRISPR-locus des bakteriellen
Genoms eingefugt. Die Spacer und der tracrRNA-Genabschnitt (engl.: trans-activating crRNA) werden
transkribiert und modifiziert. Dabei bindet die tracrRNA an die Repeat-Region und der Spacer wird auf 20
Nukleotide getrimmt und dient als guideRNA. Dieser Komplex aus guideRNA und tracrRNA verbindet sich mit
dem Cas9-Enzym. Dieses wird Uber die guideRNA an eine komplementare DNA-Sequenz gefuhrt, die vor einer
PAM-Region liegt (PAM = protospacer adjacent motif). Die Fremd-DNA wird daraufhin durch die Cas9
geschnitten und damit inaktiviert (Abbildung basiert auf Jiang and Doudna, 2017 [21]).
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Das beim Genome Editing verwendete CRISPR/Cas9-System besteht aus einem
Riboproteinkomplex. Dieser setzt sich aus einer synthetischen sgRNA (engl.: single guide
RNA) und dem Cas9-Enzym zusammen. Die sgRNA ist fest mit der tracrRNA verbunden
(sgRNA:tracrRNA-Komplex). Zudem enthalt die sgRNA einen Sequenzabschnitt, der
komplementér zu dem Bereich der Ziel-DNA ist, der geschnitten werden soll. Dadurch wird
das gebundene Cas9-Enzym an die vorher definierte Stelle im Genom gelenkt. Dort
schneidet das Enzym die beiden DNA-Strange sofern die kurze PAM-Erkennungssequenz
im Genom des Zielorganismus vorhanden ist. Der Doppelstrangbruch flihrt zur Aktivierung
des zelleigenen Reparaturmechanismus, der genutzt wird, um die Modifikation des Genoms
vorzunehmen. Die Reparatur kann Uber NHEJ (engl.: non-homologous end-joining) oder
HDR (engl.: homology directed repair) erfolgen (Abbildung 8).

A
Doppelstrangbruch
v
Ziel-DNA PAN

non-homologous B
end joining (NHEJ)

homology directec
repair (HDR)

A

[ | ] [ | ]
Donor-DNA __ =»
Deletion | \ Insertion l
[ | ] - N aE I I
= ] [ H N I I

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Funktionsweise des CRISPR-Cas9-Systems zur Genomeditierung.
Das Cas9-Enzym wird Uiber die single guide RNA (sgRNA) an die entsprechende Stelle der Ziel-DNA gelenkt, an
der es einen Doppelstrangbruch erzeugt. Dieser wird durch den zelleigenen Reparaturmechanismus repariert.
Dies kann Uber zwei Wege erfolgen: A) beim non-homologous end joining wird der Doppelstrangbruch ohne eine
Vorlage wieder repariert, wodurch es zu Insertionen und Deletionen kommen kann. Diese umfassen i. d. R.
einzelne bis wenige Basen. B) Beim homology directed repair-Mechanismus wird eine Donor-DNA hinzugefugt,
die als Vorlage fiir die Reparatur des Doppelstrangbruchs dient. Dabei wird eine Fremd-DNA von DNA-
Abschnitten flankiert, die jeweils homolog zu den flankierenden Bereichen des Doppelstrangbruchs sind. Der
Reparaturmechanismus der Zelle baut nun die Fremd-DNA an der entsprechenden Stelle des
Doppelstrangbruchs ein. Dadurch lassen sich an der Position des Doppelstrangbruchs fremde DNA-Abschnitte
einfligen, die einzelne Basen bis mehrere tausend Basen umfassen kénnen.
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Neben Doppelstrangbruch-erzeugenden Nukle-
asen werden auch Nickasen verwendet, die
lediglich Einzelstrangbriiche hervorrufen. Dies
fuhrt zu Reparaturen tGber homologe
Rekombination oder kann fir die Aktivierung bzw.
Unterdriickung von Genexpression verwendet
werden [22]. Parchen von Nickasen werden
eingesetzt um eine préazisere Genomeditierung
durchzufiihren, da hier zwei Zielsequenzen
genutzt werden. Dies kann auch dazu fuhren,
dass die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von
Off-Target-Effekten reduziert wird.

2.2.5 Base Editing

Das Base Editing ist eine besondere Anwendung
des CRISPR/Cas9-Systems, um gezielt einzelne
Basen ohne Erzeugung eines Doppelstrangbruchs
zu verandern. Der Vorteil des Base Editing-
Ansatzes ist, dass er ohne potentiell
destabilisierende Schnitte im Erbgut der zu
verandernden Zelle auskommt und das Resultat
daher noch besser vorhersagbar ist.

Hierflr wird das Enzym ,Cytidindesaminase’ an
ein inaktiviertes Cas9-Enzym (dCas9) gekoppelt.
Dieses inaktivierte Cas9-Enzym ist weiterhin in
der Lage an die Ziel-DNA zu binden, kann diese
aber nicht mehr schneiden (Abbildung 9A-B).

Die an das inaktivierte Cas9-Enzym gekoppelte
Cytidindesaminase verursacht an der Zielsequenz
den chemischen Umbau einer Cytidin- (C-) in eine
Uracil- (U-) Base (Abbildung 9C). Aus dem
zueinander passenden C-G (G = Guanin)
Basenpaar wird somit ein nicht zueinander
passendes U-G Basenpaar. Eine weitere an das
inaktivierte Cas9-Enzym angehangte Enzym-
domane, der sogenannte ,Uracil Glycosylase
Inhibitor*, verhindert dabei, dass die Basen-
veranderung (C = U) durch das zelleigene
Reparatursystem wieder korrigiert wird. Bei der
nachsten Zellteilung wird dann gegeniber den

Al dsona c

=

PAM-Sequenz

+ CRISPR/Casginaktiviert
mit Cytidindesaminase

single guide

<
Ziel-DNA

Bl dsDNA ! Z
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\

C| dsDNA __t ﬁ /
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l DNA-Reparatur
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Abbildung 9: Prinzip des Basenaustausches
unter Verwendung des Base Editing. Uber ein
inaktiviertes Cas9-Enzym mit gekoppelter
Cytidindesaminase erfolgt ein Basenaustausch
von Cytidin (C) zu Uracil (U). Uber den
zelleigenen Reparaturmechanismus wird das
nicht zum U passende G durch ein Adenin (A)
ersetzt. Zudem wird auch das U durch ein
Thymin (T) ersetzt, so dass ein
Basenaustausch C-G in A-T ohne
Doppelstrangbruch erreicht wird (Abbildung
basiert auf ERS Genomics Limited;
WWW.ersgenomics.com)

Uracil (U) ein Adenosin (A) eingebaut. Das nicht in die DNA gehdrige Uracil wird durch ein
Thymin (T) ersetzt, so dass schlief3lich ein T-A Basenpaar entsteht (Abbildung 9D). Auf
diese Weise erhalt man Zellen, bei denen das urspriingliche C-G Basenpaar gegen ein T-A

Basenpaar ausgetauscht (editiert) ist.
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Mittlerweile ist auch der umgekehrte Schritt moglich, also ein T-A Basenpaar in ein C-G
Basenpaar zu andern. Das hierfur benétigte Enzym ist jedoch in der Natur nicht vorhanden,
so dass fur diese Veranderung ein synthetisches Enzym zur Anwendung kommt (CRISPR
based adenosine base editing (ABE) fusion protein) [23]. Dieses wird ebenfalls an ein
inaktives Cas9-Enzym gekoppelt und katalysiert den Umbau eines Adenosins in ein Inosin
(). Dieses Inosin wird dann im nachsten Schritt in ein Guanin umgebaut.

Neben der Modifikation auf DNA-Ebene sind auch Modifikationen der RNA Uber ein Base-
Editing mdglich. Dabei erfolgt die Kopplung eines adenosine deaminase acting on RNA
(ADAR)-Proteins an ein deaktiviertes dCas13-Enzym. Auch hier wird ein Adenosin durch ein
Inosin ersetzt, das beim SpleiRen und bei der Translation der mRNA wie ein Guanin agiert
[23].

2.2.6 Transiente Anderung der Genexpression

Uber das CRISPR/Cas9-System lassen sich nicht nur Modifikationen der DNA durchfiihren,
sondern auch die Transkription, also das Ablesen der genetischen Information zur
Produktion von Proteinen, voriibergehend (transient) beeinflussen. Dabei werden
Regulatoren der Genexpression an ein inaktiviertes Cas9-Enzym (dCas9) gekoppelt
(Abbildung 10). Aktivatoren erlauben dabei ein verstarktes Ablesen der genetischen
Information, Repressoren unterdriicken das Ablesen derselben [24-26]. Bei der Nutzung von
Repressoren wird auch von CRISPR interference (CRISPRi) gesprochen, bei der Nutzung
von Aktivatoren von CRISPR activation (CRISPRa). Welches Gen dabei betroffen ist, lasst
sich durch die Sequenzspezifitdt des CRISPR/Cas9-Systems vorab definieren. Da die
Nukleaseaktivitdt des Cas9-Enzyms in diesem Fall inaktiviert ist, findet auch keine stabile
Modifikation der DNA statt. Mittlerweile ist es auch méglich, die Regulatoren direkt an die
guide RNA zu koppeln, so dass ein Cas9-Enzym fur die Anwendung nicht mehr zwingend
erforderlich ist.

A‘ Aktivator B | Repressor
dCas9 SgRNA dCas9 SgRNA
mRNA
JAIAYS
I—’% |‘*‘
dsDNA | ! dsDNA _1 /
Ziel-DNA PAM-Sequenz  Ziel-Gen Ziel-DNA PAM-Sequenz  Ziel-Gen

Abbildung 10: Die Fusion eines Nuklease-inaktiven CRISPR-Cas9-Systems mit Transkriptionsregulatoren
ermoglicht eine sequenzspezifische Interaktion mit der chromosomalen DNA. Aktivatoren (A) verstarken das
Ablesen eines Genabschnitts und fuhren dadurch zu einer verstarkten transienten Proteinproduktion, wahrend
Repressoren (B) das Ablesen eines Genabschnitts verhindern.
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3 Anwendungen des Genome Editing

Anwendungen des Genome Editing sind bereits in vielen Publikationen beschrieben, vor
allem die Nutzung von ZFN und TALEN. Seit der Verfiugbarkeit des CRISPR/Cas9-Systems
steigt die Anzahl der Publikationen jahrlich an. Hier finden sich momentan noch zu einem
grolRen Anteil Arbeiten, die eine generelle Anwendbarkeit dieser Technologie demonstrieren.
Oftmals werden Gene fir fluoreszierende Proteine eingefiigt oder ein Albinismus erzeugt, mit
dem der Erfolg des Genome Editing phanotypisch schnell erfasst werden kann. Das
generelle Anwendungsspektrum fir die neuen molekularbiologischen Techniken ist jedoch
sehr vielfaltig und soll hier anhand einiger Beispiele dargestellt werden.

3.1 Anwendungen bei Mikroorganismen und Pilzen

Das Genome Editing hat mittlerweile bei der genetischen Veradnderung z. B.
biotechnologisch relevanter Bakteriengattungen wie Escherichia, Streptococcus,
Staphylococcus, Lactobacillus oder Corynebacterium Einzug gehalten [27, 28].

Die weit verbreitete Nutzung von Antibiotika in der Medizin fuhrt zu einer weltweiten
Zunahme von Infektionen mit z. T. multiresistenten Erregern, gegen die keine wirksamen
Antibiotika mehr zur Verfligung stehen. Um dieser ,Antibiotikakrise' zu begegnen, gibt es
Ansatzpunkte, die den Einsatz des Genome Editing (z. B. in Kombination mit einer
Phagentherapie) beinhalten. So konnte gezeigt werden, dass es durch die Anwendung der
SDN-Technik méglich ist, Antibiotikaresistenzgene in resistenten Bakterien zu inaktivieren
[29-31]. Liegt das Resistenzgen auf dem Bakterienchromosom, kann das Bakterium dadurch
abgetottet werden. Ist das Resistenzgen auf einem Plasmid lokalisiert, kann das Bakterium
resensibilisiert, d. h. fir das Antibiotikum wieder zuganglich gemacht werden. Die neuen
Techniken werden bei Bakterien auch genutzt, um mogliche Alternativen zu den derzeit
genutzten Nukleasen (z. B. Cas9) zu finden oder zu entwickeln [32].

Auch bei den biotechnologisch relevanten Pilzgattungen Penicillium, Streptomyces,
Saccharomyces und Aspergillus sind Anwendungen beschrieben, wobei derzeit vor allem die
veranderte Produktion medizinisch genutzter Sekundéarmetabolite im Fokus steht [33, 34].

3.2 Anwendungen bei Pflanzen

Die Entwicklung genomeditierter Nutzpflanzen ist Gegenstand intensiver Forschung bei
Unternehmen im Bereich der Pflanzenziichtung und an Universitaten. Im Fokus stehen vor
allem die Modifikation von Produkt- und agronomischen Eigenschaften. Die Herbizidtoleranz
ist dabei das am haufigsten angestrebte Ziichtungsziel und wurde mit ODM [13, 14, 35], ZFN
[36-38] oder CRISPR/Cas9 [39] bei verschiedenen Pflanzen erreicht. Das hierzulande
bekannteste Beispiel einer genomeditierten Nutzpflanze ist derzeit der mit Hilfe der ODM-
Technik hergestellte herbizidtolerante Raps der Firma Cibus [40].

Auch die Resistenz gegeniiber Schadlingen und Krankheiten ist ein wichtiges Ziichtungsziel,
fur das die Genomeditierung genutzt wird. Mittels TALEN konnte so eine Resistenz gegen
Xanthomonas oryzae im Reis erreicht werden [41]. Eine Resistenz in der Zitrone gegen
Xanthomonas citri wurde mit der CRISPR/Cas9-Technologie erzielt [42]. Die Firma Calyxt
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entwickelte mit Hilfe der SDN1 (TALEN)-Technik eine gegen Mehltau resistente Weizenlinie
[43].

Ein wichtiger Aspekt bei der Ziichtung von Nutzpflanzen ist auch die Ertragssteigerung. Uber
Genomeditierung wurde eine schlagfeste Saat in Raps erzeugt, die bei der Ernte zu weniger
Verlusten fiihrt [44]. Uber CRISPR/Cas9 konnten in Reis verschiedene ertragassoziierte
Gene modifiziert werden. Dadurch konnte die Anzahl der Kérner, die Dichte der Rispen und
die Korngrof3e erhoht werden [45].

Mit Hilfe der ZFN-Technik wurde eine Mais-Linie mit modifiziertem Phytinséure-
Stoffwechselweg entwickelt, wodurch die Phosphatbelastung der Béden reduziert werden
soll [36]. Auch in der Gerste wurde dieses Ziichtungsziel verfolgt, hier jedoch mittels TALEN
[46].

Anpassungen an veranderte klimatische Bedingungen oder an teilweise schwierige regionale
Klima- und Bodenbedingungen werden in den nachsten Jahren und Jahrzehnten verstarkt an
Bedeutung gewinnen. Bei Reis und Baumwolle kann zum Beispiel durch den Austausch
eines einzigen Nukleotids eine bessere Stickstoffverwertung [47] oder ein steileres
Wurzelwachstum erzeugt werden, was die Wasser- und Nahrstoffaufnahme und dadurch
auch das Pflanzenwachstum verbessert [48]. Die Versalzung der Bdden stellt in vielen
Landern der Welt eine grofRe Herausforderung dar, der man mittels neuer
molekularbiologischer Techniken begegnen mdchte [49]. Ansatzpunkte hierfir wurden
bereits 2016 veroffentlicht [50].

Eine weitere wichtige Rolle in der Pflanzenziichtung spielen die Veranderungen der
nutritiven, haptischen, optischen oder industriell nutzbaren Eigenschaften. In einem
Champignon wurde ein knock-out des Enzyms Polyphenoloxidase durchgefihrt, was dazu
fuhrt, dass der Champignon nicht braun wird [51]. Die Firma Cellectis Plant Sciences arbeitet
an zwei mit Hilfe der SDN1 (TALEN)-Technik hergestellten Soja-Linien mit verandertem
Fettsduremuster, bei denen der Gehalt an mehrfach ungeséttigten Fettsauren reduziert ist
[52]. Die Fruchtreifung von Tomaten konnte mittels CRISPR/Cas9-Technik (SDN-1)
verlangsamt werden [53], was die Lagerungsmoglichkeiten verbessert.

Zwischen 2011 und 2016 wurden bereits tiber 30 genomeditierte Pflanzen in den USA als
nicht regulierungsbedurftig eingestuft. Die meisten davon wurden mittels ZFN oder TALEN
modifiziert [51]. 2018 wurde erstmals in den USA eine kommerziell angebaute,
genomeditierte Pflanze geerntet, eine von der Firma Calyxt modifizierte Sojabohne. Diese
wurde an zwei Positionen im Genom modifiziert, um die Produktion von geséttigten
Fettsauren zu reduzieren?. In den USA wird diese Pflanze nicht als gentechnisch verandert
eingestuft.

Bisher dominieren Pflanzen, die mit Hilfe der SDN1-Technik verandert wurden, da diese
Methode die am einfachsten anzuwendende Variante ist und es noch technische Probleme
mit der SDN2-Technik (siehe oben) gibt. Im Gegensatz zu den bisherigen
gentechnologischen und konventionellen Verfahren, lassen sich Erkenntnisse bei der
Verwendung der neuen Techniken an einer Pflanzenspezies meist recht einfach auf andere

1 https://www.transgen.de/aktuell/2724.usa-genom-editierte-sojabohnen-ohne-gentechnik.html
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Spezies Ubertragen. Dies kann zu schnelleren Ergebnissen im Bereich der
Pflanzenforschung fuhren.

Nach unserem Kenntnisstand findet in der EU derzeit keine kommerzielle Nutzung
genomeditierter Nutzpflanzen statt.

3.3 Anwendungen bei Tieren

Auch im Bereich der Zichtung von Nutztieren wird intensiv am Einsatz neuer
Genomeditierungsverfahren geforscht. Ziel ist es, Einblicke in die generelle Funktionsweise
einzelner Gene zu gewinnen und Tiermodelle fir die Forschung und Verbesserungen im
Bereich Tiergesundheit/Tierwohl zu entwickeln. Forscher in den USA haben zum Beispiel mit
Hilfe der SDN1-Technik (TALEN) Rinder entwickelt, die keine Horner ausbilden [54, 55].
Damit lasst sich die Verletzungsgefahr unter den Tieren und fur den Landwirt verringern.
Stress und Schmerzen, die fir die Tiere mit der Enthornung verbunden sind, kdnnen
vermieden werden. Mannliche Ferkel werden oftmals kastriert, um zu verhindern, dass das
Fleisch spéter streng riecht oder unangenehm schmeckt (,Ebergeruch®). Durch ein knock-out
der hierfur verantwortlichen Gene kann dies auch ohne Kastration erreicht werden [56].

Genome Editing-Verfahren zur friihzeitigen Geschlechterbestimmung in Hiihnereiern soll das
T6ten von geschlupften mannlichen Kiken verhindern ([57]; Abbildung 11). Diese
Geschlechtserkennung konnte z. B. tiber die Produktion des Green Fluorescent Proteins in
mannlichen Embryonen (in Eiern) erreicht werden.
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Abbildung 11: Selektion von Weibchen in der Hilhnerzucht mittels Genome Editing. Im Chromosom Z der
weiblichen Tiere wird mittels Genome Editing ein Genabschnitt zur Produktion eines fluoreszierenden Proteins
eingefiigt, die damit im klassischen Sinn gentechnisch veréandert wurden. Bei der Kreuzung erhalten nur
mannliche Nachkommen das modifizierte Z-Chromosom und kdnnen dadurch bereits im embryonalen Stadium
selektiert werden. Dadurch kann eine Tétung nach dem Schliipfen verhindert werden. Mannliche Nachkommen
tragen die genetische Modifikation, weibliche Nachkommen nicht, sind also selbst nicht mehr gentechnisch
verandert. Die genetische Modifikation (z. B. die Expression des Green Fluorescent Proteins (GFP)) kann im
Huhnerembryo im Ei visualisiert werden.
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Die Anwendung der SDN-1 Technik (CRISPR/Cas9) fuhrte bei Schweinen und Schafen zu
einer erhdhten Muskelfleischbildung [58, 59] und konnte bei Ziegen erfolgreich eingesetzt
werden, um eine Unempfanglichkeit gegenldber der Prionenerkrankung zu vermitteln [60].
Mittels CRISPR/Cas9 wurde bei Schweinen eine Unempfanglichkeit gegentber einer
Infektion mit dem PRRS-Virus (engl.: Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome
Virus) erzeugt [61, 62]. Das ebenfalls in Schweinen vorkommende PER-Virus (engl.: Porcine
Endogeneous Retrovirus) konnte durch den Einsatz von CRISPR/Cas9 [63] inaktiviert
werden. Dieses Virus spielt auch im Rahmen der (Xeno-) Organtransplantation eine Rolle,
da hier eine Ubertragung auf den Menschen moglich ist. Die Ziichtung von tierischen
Organspendern (z. B. Schweinen) ist ein wichtiger Aspekt im Bereich der medizinischen
Forschung, um den Mangel an verfigbaren Spenderorganen auszugleichen. Ziel der
Zlchtung ist u. a. die Verminderung des Risikos von Abstol3ungsreaktionen bei der
Xenotransplantation.

Nach unserem Kenntnisstand findet derzeit keine kommerzielle Nutzung genomeditierter
Nutztiere in der EU statt.

3.4 Anwendungen beim Menschen

Ein wichtiger Anwendungsbereich fiir das Genome Editing beim Menschen ist die
Grundlagenforschung. Ziele sind dabei die Erforschung von Genfunktionen, die Reparatur
von defekten Genen, sowie die Herstellung von Tier- und Zellkultur-Modellen fir die
Erforschung von Krankheiten [64]. Hieraus ergeben sich Ansatzpunkte fur die Gentherapie
(mono-) genetischer Erkrankungen. So konnte das CRISPR/Cas9-System genutzt werden,
um die korrekte Expression der dystrophin-Gene in vitro wiederherzustellen. Mutationen
fihren zur Duchenne Muskeldystrophie. Durch Insertionen und Deletionen mittels Genome
Editing konnte der Leserahmen fiir das Gen korrigiert werden. Nach Transplantation der
genomeditierten Zellen in Mause konnte dort das humane Dystrophin detektiert werden [65].

Durch Genome Editing (TALEN; CRISPR/Cas9) wurden auch Fortschritte beim Verstandnis
der Entstehung von Diabetes gemacht [66]. Vor allem bei Typ 1 Diabetes setzen die
Wissenschatftler groRe Hoffnung in die CRISPR-Technologie [67]. Etwas weiter ist man bei
der Erforschung von Therapiemdglichkeiten fur die cystische Fibrose. In Stammzellen ist es
gelungen die Funktionalitat des cystic fibrosis transmembrane conductor receptor (CFTR)
durch CRISPR/Cas9-basierte Modifikation eines Allels wiederherzustellen [68].
Genomeditierte Stammzellen konnten zu Epithelzellen differenziert werden, die eine normale
Expression des CFTR aufwiesen [69].

Auch in der Gentherapie humaner Infektionskrankheiten gibt es durch die Anwendung der
neuen molekularbiologischen Genomeditierungstechniken Fortschritte. Vor allem die
Bekampfung des humanen Immundefizienz-Virus (HIV) und diverser Tumorerkrankungen
spielen dabei eine wichtige Rolle [70]. So konnte gezeigt werden, dass es mit Hilfe von ZFN
maglich ist, den zellularen Co-Rezeptor fur HIV (i. e. CCR5; Abbildung 12) zu zerstdren,
was eine Resistenz der Zelle gegenlber der HIV-Infektion zur Folge hatte [71]. Mittels
CRISPR/Cas9 konnte ein weiterer Co-Rezepter fur HIV, CXCR4, in humanen CD4*-Zellen
zerstort werden, was im Fall von HIV-1 zu einer Resistenz der Zellen gegeniiber einer
Infektion fuhrte [72].
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Abbildung 12: Anheftung von HIV an eine CD4+ T-Helferzelle: Uiber das virale gp120 Protein bindet das Virus an
einen CD4-Rezeptor. Anschlielend erfolgt mit den variablen Loops des gp120 eine Bindung an den CCR5- oder
CXCRA4-Rezeptor. Dadurch gelangt das Virus zur Zellmembran und dringt Giber gp41 ein.

Modifikationen der tat- und rev-Gene des HIV in infizierten T-Zellen konnten zudem die
Replikation des Virus verhindern [73]. Andere Forschungsarbeiten konnten zeigen, dass es
mit Hilfe von ZFN und CRISPR/Cas9 maglich ist, das HIV-Provirus vollstandig aus den
infizierten Zellen ,herauszuschneiden”, was eine ,Heilung" derselben zur Folge hatte [74,
75].

Im Bereich der Gentherapie von Tumorerkrankungen wird vor allem die CRISPR-
Technologie genutzt, um schnell und effizient geeignete Mausmodelle herzustellen [76, 77].
Gentherapieansatze zielen meist darauf ab, Tumor-induzierende Gene (Onkogene)
abzuschalten [78], Tumor-unterdriickende Gene (Tumorsupressorgene) anzuschalten [79]
oder modifizierte tumorspezifische T-Zellen [80, 81] zu entwickeln.

Es ist an dieser Stelle anzumerken, dass die Gentherapie im Allgemeinen bzw.
Genomeditierungsansatze im Bereich der Gentherapie im Speziellen noch keine
Standardtherapien humaner Erkrankungen darstellen und sich vielmehr im Stadium (pra-)
klinischer Forschung befinden.

3.5 Gene Drive

Gene Drive (= Gen-Antrieb) ist eine spezielle Anwendung der SDN-Technik, um die
Verbreitung von modifizierten Genabschnitten innerhalb einer Population zu beschleunigen.
Die klassischen Mendel'schen Regeln werden hier zum Teil aufgehoben. Normalerweise
erhalten Nachkommen je einen Chromosomensatz von einem Elternteil. Jedes Gen liegt
damit in zwei Ausfuihrungen vor (= Allele), wobei sich vorteilhafte Allele evolutionar
weitervererben. Mit Hilfe des Gene Drive wird die gewiinschte Modifikation stets an die
nachste Generation weitergegeben.

Dies gelingt dadurch, dass neben der eigentlichen Modifikation (z. B. eine bestimmte
Resistenz) auch die Sequenz fir das SDN-System selbst in das Genom der Zielzelle
integriert wird. Die Zelle produziert nun selber das SDN-System, wodurch auf dem zweiten
Chromosom ein Doppelstrangbruch erzeugt wird. Die Modifikation vom ersten Chromosom
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wird Uber den zelleigenen Reparaturmechanismus mittels homologer Rekombination auch in
das zweite Chromosom eingebaut. Dadurch sind beide Allele des Gens gleich (enthalten die
Modifikation und die Nukleinsaureinformation fur das SDN-System) und werden an die
Nachkommen weitergegeben. In den Nachkommen kommt es wieder zum
Doppelstrangbruch und die Modifikation wird auch hier in das zweite Chromosom eingebaut.
Dies setzt sich fort, so dass sich auf diese Weise eine Modifikation entgegen der
Mendel'schen Regeln in einer Population rasant ausbreiten kann (Abbildung 13). Bei
polyploiden Organismen, also Organismen mit mehr als zwei Chromosomenséatzen, erfolgt
der Einbau des Gene Drive-Systems in alle Chromosomen, d. h. an allen Allelen.

Die fur den Gene Drive genutzte DNA enthélt durch die Integration der Sequenz fir das
SDN-Systems immer fremde DNA und ist somit transgen. Derartige Gene Drive-Organismen
werden daher weltweit als gentechnisch verandert eingestuft. Ihre Nutzung bedarf somit
einer vorherigen Genehmigung. Die gewiinschte Modifikation selbst kann sehr klein sein
(Punktmutation, kleine Deletion, kleine Insertion) oder mehrere tausend Basenpaare

umfassen.
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Abbildung 13: Verbreitung einer neuen Eigenschaft durch Verwendung des Gene Drive-Systems. Bei der
normalen Vererbung einer Modifikation erfolgt die Weitergabe neuer Eigenschaften auf Basis der Mendel’'schen
Regeln (linke Abbildung). Beim Gene Drive (rechte Abbildung) werden Individuen durch das Schneiden und die
anschlieRende Reparatur aus einem heterozygoten in einen homozygoten Zustand versetzt, da die Modifikation
des ersten Chromosoms als Matrize fiir die Reparatur verwendet wird. Dadurch wird die neue Eigenschaft stets
auch an die nachkommende Generation weitergegeben. Diese wird nun ebenfalls in einen homozygoten Zustand
versetzt. Dies setzt sich weiter fort, so dass sich die neue Eigenschaft, losgeltst von den Mendel'schen Regeln,
rasant in der Population ausbreitet (basiert auf [82]). Derartige Gene Drive-Organismen werden weltweit als
gentechnisch verénderte Organismen eingestuft. lhre Nutzung bedarf somit einer vorherigen Genehmigung.

Durch die Entwicklung des CRISPR/Cas9-Systems hat auch die Forschung beziiglich

madglicher Gene Drive-Anwendungen in den letzten Jahren deutlich zugenommen.
Voraussetzung fur die Anwendung des Gene Drive-Systems ist eine sexuelle Vermehrung
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des zu modifizierenden Organismus. Bei einigen Pflanzen, Tieren und Bakterien, sowie
generell bei Viren ist dies jedoch nicht gegeben. Die derzeitige Hauptanwendung des Gene
Drive ist die Bekampfung von krankheitstibertragenden Insekten, vor allem Micken. Im
besonderen Fokus stehen dabei die Ubertrager von Dengue (z. B. Aedes Aegypti, Aedes
albopictus) und Malaria (z. B. Anopheles gambiae, Anopheles stephensi) [83-85]. Die
Bekampfung erfolgt dabei meist Uber zwei Herangehensweisen: die Reduktion der
entsprechenden Muckenpopulation oder Resistenz/Immunitat gegeniiber den
entsprechenden Erregern durch das Ersetzen von Populationen. Derzeit befinden sich aber
alle Anwendungen noch im Forschungsstadium.

Bei Anopheles-Micken wurde ein 17 kb grof3es DNA-Fragment Ubertragen, das neben der
Sequenz fir das Gene Drive-System auch Effektor-Gene enthélt, die gegen den Malaria-
Erreger Plasmodium falciparum gerichtet sind und durch die Blutaufnahme des Insekts
aktiviert werden [86]. Die generelle Kontrolle der Mickenpopulation kann Uber die
Modifikation von Fertilititsgenen erreicht werden, die eine Sterilitéat hervorruft [87]. Daneben
gibt es auch Verfahren, bei denen Gene fir ein Toxin und ein Antidot Gbertragen werden.
Wird das Gen fiir das Toxin ins X-Chromosom und das Gen fir das Antidot ins Y-
Chromosom integriert, produzieren weibliche Tiere das Toxin, jedoch nicht das Antidot. Die
meisten mannlichen Tiere hingegen produzieren das Toxin und kénnen die Wirkung des
Toxins Uber die Produktion des Antidots regulieren [88]. Dadurch I&sst sich die Population
der Weibchen reduzieren. Uber eine Re-Invasion von nicht veranderten Miicken kann die
Population aber wiederhergestellt werden.

2018 wurde Gene Drive erstmals bei Labormausen eingesetzt. Das CRISPR-System wurde
dabei genutzt die Fellfarbe zu verandern [89, 90]. Diese Eigenschaft wird durch den Gene
Drive auch an die nachsten Generationen weitergegeben.

Bei Pflanzen finden sich Anwendungen zur Bek&mpfung von Schadlingen und zur
Unkrautbekdmpfung. So kénnte durch Gene Drive die Ausbildung von Toleranzen
gegenuber Herbiziden reduziert oder ganz verhindert werden, indem die daftr
verantwortlichen Gene ausgeschaltet werden. Diese Toleranzen gegeniiber Herbiziden
basieren oftmals auf dem Vorhandensein mehrerer Kopien dieser Toleranzgene (z. B. epsps
— fahrt zur Toleranz gegeniber dem Herbizid Round-Up). Auch die Populationskontrolle ist
ein Ansatz der zur Bekampfung von Unkrautern genutzt werden kénnte. Allerdings befinden
sich Gene Drive-Anwendungen bei Pflanzen noch in einem sehr frithen Forschungsstadium,
so dass mit einer Kommerzialisierung in naher Zukunft nicht zu rechnen ist [83, 91, 92].

3.6 Anwendungen von CRISPR/dCas9 zum Nachweis von Nukleinsduren

Die CRISPR-Technologie kann nicht nur genutzt werden, um Nukleinsauren zu modifizieren,
sondern auch zu detektieren. Eine Patentschrift> aus dem Jahr 2016 beschreibt ein
selektives DNA-Anreicherungsverfahren mittels CRISPR. Hierfir wird ein modifiziertes Cas9-
Enzym verwendet, das die DNA nicht mehr schneiden kann (dCas9). An dieses dCas9-
Enzym ist z. B. ein Biotin gebunden. Wird der CRISPR/dCas9-Komplex tber die

2 Bang, Duhee; Lee, Ji Won; Lim, Hyeon Seob. Method for target dna enrichment using crispr system.
U.S. Patent Application Nr. 15/053,859, 2016.
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entsprechende guide RNA an die vordefinierte Stelle der vorab fragmentierten DNA gelenkt,
bindet der Komplex an das DNA-Fragment. Das an dCas9 gebundene Biotin kann nun
genutzt werden, um mit Streptavidin verknipfte magnetische Partikel an die dCas9 zu
koppeln. Dieser Komplex aus DNA, CRISRP/dCas9 und magnetischem Partikel kann dann
Uber einen Magneten isoliert und der DNA-Abschnitt anschliel3end sequenziert werden
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: spezifische Detektion von Nukleinsduren mittels CRISPR/dCas9 unter Verwendung magnetischer
Partikel

Eine weitere Mdglichkeit stellt das CASFISH (Cas-mediated fluorescence in situ
hybridization; [93]) dar, eine Bezeichnung in Anlehnung an die FISH-Technologie (FISH =
fluorescence in situ hybridization). Auch bei CASFISH wird ein modifiziertes dCas9-Enzym
genutzt, das die DNA nicht mehr schneidet und in diesem Fall mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Uber die Fluoreszenz kann dann die entsprechende DNA-
Sequenz indirekt detektiert werden. Zudem ist durch die Verwendung unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbstoffe auch die parallele Detektion verschiedener DNA-Abschnitte mdglich
(Multiplex-Nachweis).

2017 veroffentlichte eine Arbeitsgruppe des Broad Institute of MIT and Harvard [94] eine
Anwendung der CRISPR-Technologie zur Detektion von Nukleinséuren, die unter dem
Namen SHERLOCK (Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing; siehe
Abbildung 15) bekannt wurde. Anstelle des Cas9 wird hierfur ein Cas13a-Enzym genutzt.
Der zu detektierende DNA-Abschnitt wird tGber eine Rekombinase Polymerase Amplifikation
(RPA) isothermal vervielfaltigt. Dabei wird eine T7-RNA-Polymerase eingesetzt, die die
doppelstrangige DNA in einzelstrangige RNA umschreibt. Zu dieser umgeschriebenen RNA
wird nun der Komplex aus Casl3a und einer sgRNA gegeben. Die sgRNA lenkt das Casl3a-
Enzym an die gewlinschte Erkennungssequenz. Dadurch wird das Cas13-Enzym aktiviert
und schneidet die RNA. Durch die Aktivierung des Cas13-Enzyms erwirbt dieses Enzym
auch eine unspezifische RNAse-Aktivitat. Deshalb wird nicht nur die gewtinschte RNA
geschnitten, sondern auch alle in der Nahe befindlichen RNA-Molekiile, unabhangig davon,
ob diese die Erkennungssequenz aufweisen oder nicht. Daher gibt man nun zu der RNA und
dem Casl13a-sgRNA-Komplex weitere einzelstrangige Reporter-RNA-Molekiile, die am 5'-
Ende mit einem Reporterfarbstoff und am 3'-Ende mit einem Quencher-Farbstoff markiert
sind. Wie bei Hydrolysesonden in der gPCR (siehe 5.1) wird der Reporter energetisch
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angeregt und gibt bei intaktem Reporter-RNA-Molekl (aufgrund der rAumlichen Nahe) die
Energie an den Quencherfarbstoff weiter (FRET), der diese Energie in Form von
Fluoreszenz einer bestimmten Wellenlange oder als Warme abgibt. Wurde die Casl3a
aktiviert, schneidet das Enzym nun auch die in der Nahe befindlichen Reporter-RNA-
Molekiile, wodurch der Reporter-Farbstoff seine raumliche Nahe zum Quencher verliert. Wird
der Reporter energetisch angeregt, kann er seine Energie nicht mehr an den Quencher
weitergeben und gibt diese stattdessen in Form von Fluoreszenz einer bestimmten
Wellenlange ab, die dann gemessen werden kann. Also nur wenn die Casl13a die
vordefinierte Erkennungssequenz in der RNA erkennt, wird sie aktiviert und schneidet
einzelstrangige RNA und damit auch die Reporter-RNA, wodurch ein Fluoreszenzsignal
abgegeben wird, das gemessen werden kann [95, 96].

Diese Technik wurde in der Forschung u. a. daftir genutzt, um pathogene Bakterien zu
differenzieren, sowie zur Detektion von zellfreier Tumor-DNA. Aul3erdem wurde mit dieser
Technik Zika- bzw. Denguevirus RNA detektiert [94]. Durch die Verwendung
unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe lasst sich diese Methode analog zur gPCR als
Multiplex-Methode einsetzen, um verschiedene Ziel-Molekile simultan nachzuweisen.
Zudem ist diese Methode durch die isothermale Amplifikation auch portabel einsetzbar und
ermdglicht eine einfache und schnelle Detektion in Form von Teststreifen [96].

Den gleichen Mechanismus nutzt auch das DETECTR-System (DNA Endonuclease-
Targeted CRISPR Trans Reporter; [97]), wobei hier ein Cas12a-Enzym genutzt wird. Dieses
erkennt und schneidet allerdings nicht RNA, sondern einzelstrdngige DNA (ssDNA).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Nukleinsdurenachweises mittels SHERLOCK: die DNA wird Uber
eine Rekombinase Polymerase Amplifikation (RPA) isothermal vervielfaltigt und mittels T7-RNA-Polymerase in
RNA umgeschrieben (ssRNA = einzelstrangige RNA). Uber die sgRNA wird das Cas13a-Enzym an die
entsprechende Erkennungssequenz gelenkt, die RNA geschnitten (A) und das Enzym dadurch aktiviert. Nach der
Aktivierung kann das Cas13a auch unspezifisch weitere sSRNA-Molekule in der Umgebung schneiden. Werden
zusétzlich einzelstrangige RNA-Reportermolekiile hinzugegeben, die mit einem Reporter (R) und einem
Quencher (Q) markiert sind, so werden diese unspezifisch von Casl13a geschnitten (B). Dadurch verliert der
Reporter die raumliche Nahe zum Quencher und bei Anregung des Reporterfarbstoffs kann dieser ungehindert
fluoreszieren. Dieses Signal kann dann gemessen werden.
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4 Mogliche Risiken des Genome Editing

Seit dem EuGH-Urteil im Jahr 2018 (siehe 6.1) unterliegen alle mittels Genome Editing
erzeugten Organismen in der EU der Gentechnik-Freisetzungsrichtlinie. lhre
Risikobewertung erfolgt auf EU-Ebene im Rahmen von Einzelfallpriifungen unter
Zugrundelegung einer prozess- und produktbezogenen Betrachtung und Bewertung. Die
Einhaltung des Vorsorgeprinzips soll dabei ein hohes MaR an Sicherheit gewéahrleisten?.
Welche Auswirkungen die mit neuen Techniken veranderten Pflanzen auf die Umwelt (z. B.
auf Nicht-Zielorganismen oder ganze Okosysteme) haben, kann liber entsprechende
Untersuchungen im Labor/Gewachshaus oder in Freilandversuchen ermittelt werden. Dabei
missen auch Aspekte wie das Auskreuzen oder Verbreiten von veranderten Genen auf
andere Lebewesen, sowie Resistenzbildungen, oder Verlust an Biodiversitéat als wichtige
Punkte in die Risikobewertung mitaufgenommen werden. Bei Uber Gene Drive erzeugten
Organismen wird diese Bewertung allgemein als sehr wichtig angesehen. Ob eine
aufwandige und kostenintensive Sicherheitsbewertung auch fir Genome Editing-
Organismen notwendig ist, die auch auf nattirliche Weise entstehen kdnnten, wird derzeit
kontrovers diskutiert. AuRerhalb Europas sind derartige Organismen oftmals nicht reguliert.

Jede angewandte Technik birgt auch gewisse Risiken. Das trifft fir die konventionelle
Pflanzenziichtung genauso zu wie fiir das Genome Editing. Bei der Bewertung von
potentiellen Risiken, ist es daher wichtig zu beachten, welche Techniken miteinander
verglichen werden. Bei SDN-3 werden Fremd-DNA-Fragmente integriert, wodurch Produkte
entstehen, die mit Produkten der klassischen Gentechnik vergleichbar sind. Bei SDN-1 und
SDN-2 hingegen werden keine Fremd-DNA-Fragmente in das Genom integriert. Daher bietet
es sich an, diese Verfahren mit klassischen Mutageneseverfahren wie der Bestrahlung oder
Nutzung mutagener Substanzen oder der klassischen Ziichtung zu vergleichen.

4.1 Off-Target-Effekte

Der mit am haufigsten genannte Risikofaktor ist das Auftreten von potentiellen Off-Target-
Effekten beim Genome Editing. Off-Target-Effekte sind DNA-Modifikationen, die an einer
nicht beabsichtigten Stelle im Genom auftreten. Dies kann passieren, wenn im Genom
weitere Regionen existieren, die der Zielregion fur die gewilinschte Mutagenese sehr ahnlich
sind. Allerdings gibt es neben der Zielregion weitere Einflussfaktoren fiir das Auftreten von
Off-Target-Effekten, wie das Vorhandensein von DNA-Methylierungen, Modifikationen von
Histonen und die Zugéanglichkeit des Chromatins [98, 99]. Neben den Reaktionsbedingungen
(z. B. Salzkonzentration, Temperatur und Dauer des Experiments) haben auch die Art und
Konzentration der entsprechenden Nuklease einen Einfluss beziiglich des Auftretens von
Off-Target-Effekte [100, 101]. Bei CRISPR/Cas9-Anwendungen ist zudem nicht nur die
Ahnlichkeit der sgRNA-Sequenz mit der zu modifizierenden Zielregion, sondern auch das
Vorhandensein der entsprechenden PAM-Sequenz eine Voraussetzung fir das Schneiden
der DNA durch die Nuklease [102]. Dies reduziert die Moglichkeiten fur Off-Target-Effekte.

8 Deutscher Bundestag, Drucksache 18/10301 vom 10.11.2016
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Bei der Bewertung von Off-Target-Effekten ist auch die Art der Anwendung bei der
Bewertung zu bericksichtigen. Besonders kritisch werden Off-Target-Effekte im Bereich der
(humanen) Gentherapie betrachtet. Hier besteht das Risiko, dass durch das Einflgen
unbeabsichtigter Genomveréanderungen (z. B. Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen)
in das Genom der behandelten Zellen unerwiinschte Nebenwirkungen auftreten kénnen
[103]. Bei klassischen Mutageneseverfahren ist die Zahl unbekannter Veranderungen
oftmals um ein Vielfaches hoher als bei Genome Editing-Verfahren. In der Pflanzenziichtung
kénnen unerwiinschte Mutanten im Selektionsprozess aussortiert werden.

Fur die Vorhersage von Off-Target-Effekten gibt es mittlerweile einige molekularbiologische
[104, 105] und bioinformatische Ansatze [106-108]. Gerade bei der Nutzung
bioinformatischer Tools bleibt allerdings die Frage, in wie weit diese die tatsachlichen
Ereignisse korrekt vorhersagen kénnen. Die oben genannten Einflussfaktoren machen
Vorhersagen in silico deutlich schwieriger, auch wenn mit der fortschreitenden Nutzung und
Weiterentwicklung der aktuellen Genome Editing-Methoden diese in ihrer Spezifitat stetig
optimiert werden [109]. Parallel hierzu werden auch die bioinformatischen Werkzeuge
(Tools) immer besser in der Vorhersage moglicher Off-Target-Effekte und fiihren durch ,deep
learning’-Ansatze auch zu Optimierungen beim Design spezifischer sgRNAs [110]. Vermehrt
werden auch Web-Tools zum Design von CRISPR-Experimenten und zur Auswertung von
NGS-Analysen nach der CRISPR-Anwendung veroffentlicht [111]. Dies kdnnte dazu
beitragen, Off-Target-Effekte weiter zu reduzieren und das Design von CRISPR-
Experimenten zu erleichtern.

2014 haben Zhang et al. [112] im Rahmen von CRISPR/Cas9-Experimenten in Reis auch
Off-Target-Analysen durchgefuhrt. Verschiedene sgRNA-Zielsequenzen wurden darauf
untersucht, ob weitere Bindungsmaoglichkeiten (und damit mogliche Modifikationsstellen) im
Reisgenom vorhanden sind. Lediglich bei einer der verwendeten sgRNAs konnten in 7 von
72 sequenzierten Pflanzen tatsachlich auch Off-Target-Mutationen detektiert werden.
Peterson et al. [113] identifizierten bei CRISPR/Cas9-Experimenten in Arabidopsis thaliana
178 mdogliche Off-Target-Stellen, konnten jedoch keine Insertionen oder Deletion (InDels) an
diesen Genorten detektieren. Vor allem ein gutes sgRNA-Design sorgt bei der Verwendung
von CRISPR/Cas9 dafiir, dass keine oder nur geringe Off-Target-Effekte auftreten.

Wenn man Modifikationen mittels Genome Editing betrachtet, darf nicht aul3er Acht gelassen
werden, dass auch natlrlicherweise Mutationen auftreten, z. B. durch UV-Strahlung oder
Fehler bei der DNA-Replikation. (siehe Tabelle 2)

Tabelle 2: naturliche Mutationsraten verschiedener Organismen

Mutationsrate neue Mutationen
Organismus Bezeichnung (Mutationen pro Nukleotid . Literatur

pro Generation) (pro Generation)
Homo sapiens Mensch ca. 1x10® bis 3x10°8 ca. 30-90 [114, 115]
Arabidopsis thaliana  Ackerschmalwand ca. 2x10° bis 7x10° ca.0,3-1 [116, 117]
Escherichia coli ca. 2,2x1010 bis 8,9x1011 ca. 0,0004-0,001 [118, 119]
Mus musculus Maus ca. 3,75x107° bis 7x10° ca. 13-24 [115, 120]

Zea mays Mais ca. 2,9x10® bis 3,3x10°8 ca. 60-70 [121]
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Die naturliche Mutationsrate wird bei der Mutageneseztichtung durch Nutzung chemischer
Substanzen (EMS = Ethylmethansulfonat; MNU = Methylnitrosoharnstoff; Diepoxybutan)
oder Strahlung (y-Strahlen; schneller Neutronenbeschuss) kinstlich erhéht und wurde
bereits bei diversen Pflanzenspezies angewandt [122]. Beim sogenannten TILLING
(Targeted Induced Local Lesions In Genoms) wird vor allem die chemische Mutagenese mit
molekularbiologischen DNA-Screening-Methoden kombiniert, um die gewiinschten
Mutationen auf genetischer Ebene zu detektieren. Durch Riuckkreuzung wird dann versucht,
alle unerwinschten Mutationen wieder zu entfernen, bei gleichzeitigem Erhalt der
gewiinschten Mutation. Es bleiben jedoch stets auch unerwiinschte Mutationen im Anschluss
an die Ruckkreuzung zurtick. Produkte aus klassischen Mutageneseverfahren sind vom
Gentechnikrecht ausgenommen.

4.2 Risiken des Gene Drive

Die Nutzung des Gene Drives unterscheidet sich von der generellen Nutzung der Genome
Editing-Techniken. Ziel des Gene Drives ist nicht nur die Veranderung eines bestimmten
Merkmals eines Organismus, sondern auch die beschleunigte Verbreitung dieser
Veréanderung innerhalb einer Population. Ziele kénnen das Einfigen bzw. Entfernen von
bestimmten Eigenschaften, aber auch die Entfernung einer ganzen Population sein. Die
Definition und Bewertung von maéglichen Risiken durch die Nutzung des Gene Drives ist
durch direkte und indirekte Einfliisse auf das Okosystem deutlich komplexer.

So besteht die Mdglichkeit, dass sich die genetische Modifikation auch auf Wildpopulationen
ubertragt und dort verbreitet. Mitunter soll dies ja gerade Ziel der Anwendung eines Gene
Drive sein. Durch die beschleunigte Verbreitung innerhalb einer Population besteht beim
Gene Drive eine besondere Brisanz.

Wie effektiv der Gene Drive ablauft und wie stark die mdglichen Auswirkungen ausfallen,
hangt dabei von vielen Faktoren ab. Einer dieser wichtigen Faktoren ist die evolutionare
Fitness des Organismus, die bereits durch kleine genetische Anderungen beeinflusst werden
kann. Evolutiondre Fitness ist die Anzahl der Nachkommen, die ein Individuum zur ndchsten
Generation beitragt [123]. Sie ermoglicht die Vorhersage der Verbreitung des Gene Drive
innerhalb einer Population. Vor allem die Art und der Ort der genetischen Modifikation, sowie
die genetische Ausstattung des Organismus bestimmen die Intensitat des Einflusses auf die
Fitness, auch bedingt durch Interaktionen (epistatische Effekte) zwischen der Mutation und
anderen Genorten im Organismus [124]. Eine reduzierte Fitness oder gar die Entfernung
einer ganzen Population hat potentiell auch Konsequenzen fir viele andere Spezies. So sind
z. B. Micken als Beutetiere ein wichtiger Bestandteil des Beute-Rauber-Modells und die
Vernichtung einer Mickenpopulation konnte einer anderen Spezies die Nahrungsgrundlage
entziehen. Auch kdnnte dies dazu fihren, dass die freiwerdende dkologische Nische durch
andere Spezies besetzt wird, was wiederum Einfluss auf das Okosystem hat.
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Ebenfalls ungeklart sind die folgenden Fragen:

= Welche Effekte haben Gene Drive-Organismen, wenn sie durch Tiere oder den
Menschen als Nahrung aufgenommen werden?

= Konnen Off-Target-Effekte zu unerwiinschten Phéanotypen fihren?

= Welche pleiotropen Effekte* konnen auftreten?

= Wie kann ein Gene Drive gesteuert oder sogar wieder rickgangig gemacht werden?

Um diese Fragen hinreichend beantworten zu kénnen, ist noch viel Forschungsarbeit zu
leisten [125]. Hierbei ist vor allem ein Aspekt von besonderer Bedeutung: die Wissenschaft
muss dafir Sorge tragen, dass die Forschungsarbeiten sicher durchgefiihrt werden, um
negative Auswirkungen auf Mensch, Tier und Umwelt zu vermeiden. So wurde
vorgeschlagen, dass Forschung an Gene Drive publik gemacht und sowohl das Konzept als
auch die angedachte Anwendung vor dem Start der Forschungsarbeit verdffentlicht werden
sollten [126].

5 Nachweis und Identifizierung von Modifikationen

Beim Nachweis bzw. der Identifizierung von genomeditierten Organismen sind die folgenden
Fragen von besonderer Bedeutung:

= Wie lassen sich Genome Editing-Modifikationen nachweisen?

= Kann ein Organismus, der mit Genome Editing modifiziert wurde, eindeutig
identifiziert werden?

= Kann eine Genome Editing-Modifikation von einer natirlichen Mutation oder einer
Modifikation mittels klassischer Mutagenese unterschieden werden?

Grundsatzlich lassen sich DNA-basierte und Protein-basierte Nachweismethoden
unterscheiden. Bei Analysen auf DNA-Ebene spielt es eine wichtige Rolle, ob
Sequenzinformationen bezlglich der vorgenommenen Modifikation und entsprechende
Referenzsequenzen der Spezies vorliegen.

5.1 Real-time PCR

Die real-time PCR (qPCR; [127]) ist der derzeitige Goldstandard zur Detektion von
gentechnisch veranderten Organismen (GVO). Dabei wird ein vorher definierter DNA-
Abschnitt enzymatisch vervielfaltigt. Welcher Abschnitt vervielfaltigt wird, wird durch die
Zugabe von kurzen Oligonukleotiden (Primer) bestimmt, die als Startstelle fir die
Verlangerung des komplementaren DNA-Strangs durch das Enzym DNA-Polymerase
dienen. Die eigentliche Detektion der Vervielfaltigung kann auf verschiedene Weisen
erfolgen, wobei sich zwei Verfahren in der Analytik durchgesetzt haben: der Einsatz
von interkalierenden Farbstoffen (Abbildung 16A) und die Verwendung von Hydrolyse-
Sonden (Abbildung 16B).

4 pleiotroper Effekt: ein Gen beeinflusst zwei oder mehrere voneinander unabhangige Merkmale
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Interkalierende Farbstoffe lagern sich in doppelstrédngige DNA (dsDNA) ein. Werden sie dann
energetisch (z. B. durch einen Laser) angeregt, nehmen sie diese Energie auf und geben sie
in Form von Fluoreszenz einer bestimmten Wellenlange ab. Je mehr DNA anfangs
vorhanden ist, desto schneller nimmt die DNA-Menge in der gPCR zu und desto mehr
Farbstoff kann sich in die dsDNA einlagern. Dies fiihrt zu einer Zunahme der
Fluoreszenzstarke. Die DNA-Menge und die Fluoreszenzstéarke sind demnach proportional
zueinander.

Eine Hydrolyse-Sonde ist ein Oligonukleotid, das zusatzlich zu den Primern bei der PCR
hinzugefiigt wird. Diese Sonde bindet auf einem der beiden DNA-Strange zwischen den
Primern und ist mit zwei Farbstoffen markiert, einem Reporter und einem Quencher. Der
Reporter nimmt Lichtenergie einer bestimmten Wellenlange auf und wirde diese in Form von
Fluoreszenz einer anderen Wellenlange wieder abgeben. Durch die raumliche Nahe des
Quenchers wird die vom Reporter abgegebene Energie vom Quencher aufgenommen. Der
Quencher gibt die Energie dann in Form von Fluoreszenz (einer anderen Wellenlange als
der Reporter) oder in Form von Wéarme (dark quencher) ab. Das Fluoreszenzsignal des
Reporters wird somit vom Quencher unterdriickt oder ausgeldscht (engl. to quench =
I[6schen). Wird der DNA-Strang wahrend der gPCR ausgehend vom Primer durch die DNA-
Polymerase verlangert, wird die Sonde durch die Polymerase abgeldst (= strand
displacement) und abgebaut. Dadurch verliert der Reporter die rAumliche Nahe zum
Quencher, so dass kein Energietransfer (FRET) mehr stattfinden kann.

Dies fuhrt dazu, dass der Reporter die aufgenommene Energie als Fluoreszenz einer
bestimmten Wellenlange abgibt, die nun gemessen werden kann. Je mehr DNA vervielfaltigt
wird, desto mehr Sonden werden im Laufe der PCR zerstort, was zu einer Erhéhung des
Fluoreszenzsignals fuhrt. Zudem bietet die Verwendung von Hydrolyse-Sonden den Vorteil,
dass nur dann eine Sonde abgebaut wird (und dadurch das Fluoreszenzsignal steigt), wenn
der vorher durch die Primer definierte DNA-Abschnitt vervielfaltigt wird.
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Abbildung 16: Zwei Varianten der quantitativen real-time PCR (qPCR). A) gPCR unter Verwendung eines
interkalierenden Farbstoffs. Interkalierende Farbstoffe (z. B. SYBR Green) lagern sich in doppelstrangige DNA
(dsDNA) ein und geben nach Anregung Energie in Form von Fluoreszenz ab. Je mehr dsDNA vorhanden ist,
desto hoher wird das gemessene Fluoreszenzsignal. B) gPCR unter Verwendung einer Hydrolyse-Sonde. Die

Hydrolyse-Sonde bindet zwischen den spezifischen Primern und ist mit einem Reporter-Farbstoff (R) und einem
Quencher-Farbstoff (Q) markiert. Bei Anregung des Reporter-Farbstoffs erfolgt aufgrund der rAumlichen Nahe ein
Energietransfer auf den Quencher, der die Energie meist in Warme abgibt. Wahrend der PCR verlangert die
DNA-Polymerase den zweiten DNA-Strang ausgehend vom Primer und baut dabei die Hydrolyse-Sonde ab (5'-3'-
Exonukleasefunktionalitét). Dadurch verlieren Reporter und Quencher ihre raumliche Néhe, so dass der Reporter
bei Anregung die Energie in Form von Fluoreszenz abgibt. Diese kann gemessen werden und ist proportional zur
Menge an vervielféaltigter DNA.

Bei der klassischen' Gentechnik wird eine fremde DNA an einer mehr oder weniger

zufélligen Stelle des Genoms integriert. Die stabile Integration wird als Event bezeichnet. Da
die Integrationsstelle fur jedes Event spezifisch ist, dient sie als Ansatzpunkt fir eine
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eindeutige Detektion und ldentifikation des Events mittels gPCR. Dabei wird ein vom
Wirtsgenom in den inserierten DNA-Bereich reichender Abschnitt vervielféaltigt (= Event-
spezifischer Nachweis; Abbildung 17), der die Integrationsstelle beinhaltet.

Wirts- . . Wirts-
ts inseriertes DNA-Fragment s
genom genom
Primer
_ apr ono.onoooco.ooc.h oooooc.ooc.ooco.h
Event speZIfISChe'l’ Primer PCR-Produkt PCR-Produkt
Nachwels *.I.I.'.I..I...I. 4'.'...'....'....

Abbildung 17: Event-spezifischer Nachweis zur Identifizierung eines gentechnisch veréanderten Organismus. Die
komplementaren Sequenzen der PCR-Primer liegen im Pflanzengenom und in der inserierten DNA, wodurch ein
PCR-Produkt erzeugt wird, das vom Wirtsgenom in das inserierte DNA-Fragment reicht. Dieser
Ubergangsbereich ist spezifisch fiir ein jedes Event.

Bei genomeditierten Organismen sind jedoch nur bei bestimmten Anwendungen der SDN-3-
Technik fremde DNA-Fragmente im Wirtsgenom vorhanden, die dann mittels gPCR
detektiert werden konnen. Meist werden Einzelbasenaustausche, Deletionen oder
Insertionen einzelner Basen vorgenommen. In diesen Fallen ist eine Detektion mittels gPCR
wesentlich schwieriger, da die Spezifitdt der gPCR fir die Detektion von Punktmutationen
oftmals nicht ausreicht. Daher finden hier spezielle gPCR-Techniken Anwendung. Eine
Maoglichkeit stellt das High Resolution Melting (HRM) dar, welches im Anschluss nach einer
gPCR durchgefuhrt wird. In der gPCR vervielfaltigte DNA-Fragmente haben aufgrund ihrer
Lange und ihres GC-Gehalts eine bestimmte Schmelztemperatur. Wird in der gPCR ein
interkalierender Farbstoff verwendet, kann im Anschluss an die gPCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden. Dabei wird die Temperatur ausgehend von
etwa 60 °C (hier liegen die vervielfaltigten DNA-Fragmente als Doppelstrang vor)
kontinuierlich und sehr langsam auf 99 °C erhtht und ebenfalls kontinuierlich das
Fluoreszenzsignal gemessen. N&hert sich die Temperatur der Schmelztemperatur des DNA-
Fragments an, beginnen sich die Doppelstrange zu trennen, wodurch sich der
interkalierende Farbstoff von der DNA 16st. Dadurch kommt es zu einem Abfall der
Fluoreszenz (siehe Abbildung 18). Erfolgte durch die Genomeditierung ein Austausch von
einem A bzw. T in ein G bzw. C oder hat eine Insertion/Deletion stattgefunden, &ndert sich
auch die Schmelztemperatur des gebildeten DNA-Fragments minimal. Dieser Unterschied
kann durch HRM detektiert werden [128]. Durch eine anschlieBende Sanger-Sequenzierung
kann die Genomeditierung final bestatigt werden.
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Abbildung 18: High Resolution Melting (HRM) zur Detektion einer Mutation. Ein Austausch von Basen,
Insertionen oder Deletionen fuhren oft zu Veranderungen der spezifischen Schmelztemperatur. Diese
Anderungen kénnen iiber ein HRM detektiert werden. Die Art der Veranderung lasst sich so aber nicht direkt
identifizieren.

Eine weitere gPCR-basierte Mdglichkeit ist die Verwendung von Locked Nucleic Acids
(LNASs). LNAs sind analog zu konventionellen Nukleotiden, besitzen jedoch eine 2'-O, 4'-C
Methylenbricke. Dies erhoht die thermische Stabilitéat der Basenpaarung, so dass die
Schmelztemperatur kurzer Primer bzw. Sonden erhéht werden kann. Wird in der gPCR eine
Sonde eingesetzt, die an der Position der Genomeditierung eine LNA-Base tragt, kommt es
beim Vorhandensein der Genomeditierung zu einer stabilen Bindung der Sonde und damit
zu einem Fluoreszenzsignal im Laufe der PCR. Fehlt diese Genomeditierung, fihrt der
Unterschied in dieser einen Base zu einer deutlichen Erniedrigung der Schmelztemperatur
[129] und zu einem Ausfall bzw. einer Abschwéachung des Fluoreszenzsignals.

Diese gPCR-basierten Methoden haben einen Aspekt gemeinsam: im Anschluss an die
gPCR muss eine Sequenzierung durchgefiihrt werden, um eine explizite Aussage uber die
vorgenommene Genomeditierung treffen zu kénnen. Welche Methode zur Erzeugung der
Veréanderung genutzt wurde, kann auf diesem Wege allerdings nicht festgestellt werden.

In den meisten Fallen werden weder die guide RNA, noch die kodierende DNA fiir das Cas9-
System im finalen Produkt vorhanden sein. In Féllen wo dies jedoch der Fall ist, konnte die
gPCR auch genutzt werden, um diese Fremd-DNA nachzuweisen, die natirlicherweise nicht
vorhanden ist. Eine Einsatzmoglichkeit ware z. B. die Detektion von modifizierten
Organismen, deren neue Eigenschaften mittels Gene Drive an die Nachkommen
weitergegeben werden sollen. Bei diesen Organismen ist die DNA, die fur die guide RNA
und das Cas9-Enzym kodiert, ins Genom integriert.

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 35



Genome Editing

5.2 RNase H-abhéngige real-time PCR

Die RNase H-abhéngige gPCR ermdglicht die Detektion von Einzelbasenaustauschen. Bei
dieser Methode werden zwei spezifische Forward Primer verwendet die jeweils drei Kriterien
aufweisen (siehe Abbildung 19A):

= Am 3'-Ende sind die Primer geblockt, was verhindert, dass die Primer durch die
Polymerase verlangert werden. Dies verhindert unspezifische PCR-Produkte.

= Vor der Blockierung am 3'-Ende ist eine RNA-Base eingebaut.

= Die beiden Forward Primer weisen an der Position der Einzelbasenmodifikation
jeweils unterschiedliche Basen auf (z. B. Forward Primer 1 ein T, Forward Primer 2
ein C).

= Am 5-Ende ist ein Abschnitt vorhanden, der als Bindestelle fir die Hydrolyse-Sonde
und fur den universalen Forward Primer dient.

Zudem werden ein Reverse Primer, der ebenfalls am 3'-Ende geblockt ist und eine RNA-
Base besitzt, und ein universaler Forward Primer verwendet. Abhangig davon, welche Base
in der Ziel-DNA vorhanden ist, binden in der PCR der Reverse Primer und einer der beiden
Forward Primer (Abbildung 19A). Die im Reaktionsansatz befindliche RNase H erkennt den
RNA-DNA-Mismatch an der Position der RNA-Base im Primer und schneidet den Forward
und Reverse Primer an dieser Position, wodurch auch die Blockierung am 3'-Ende entfernt
wird. Nun kann die DNA-Polymerase ausgehend vom 3‘-Ende der beiden Primer den
zweiten Strang vervollstandigen (Abbildung 19B). Dadurch wird auch die Bindestelle fir den
universalen Forward Primer und die Hydrolyse-Sonde an die DNA-Stradnge angehangt. An
diese Bindestelle binden nun der universale Forward Primer und die Hydrolyse-Sonde
(Abbildung 19C). Ausgehend von diesem Primer und dem Reverse Primer wird wieder
jeweils der komplementéare Strang vervollstandigt. StoRt die DNA-Polymerase nun an die
Hydrolyse-Sonde, wird diese durch die 5'-3‘-Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase vom
Strang abgel6st und abgebaut. Reporter- und Quencher-Farbstoff verlieren ihre raumliche
Néhe und der Reporter kann bei Anregung die aufgenommene Energie in Form von
Fluoreszenz einer bestimmten Wellenlange abgeben (Abbildung 19D). Diese abgegebene
Fluoreszenz kann dann gemessen werden. Das generelle Funktionsprinzip der Hydrolyse-
Sonde ist auch unter 5.1 beschrieben. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass nur
zwei Hydrolyse-Sonden benétigt werden (eine fur die Bindestelle von Forward Primer 1 und
eine fur die Bindestelle von Forward Primer 2). Diese sind fir alle Assays identisch. Lediglich
der spezifische Teil (der die Einzelbasenmodifikation beinhaltet) der beiden spezifischen
Forward Primer muss an den jeweiligen Assay angepasst werden. Dies spart Kosten, da die
Hydrolyse-Sonden meist die teuersten Komponenten neben dem PCR Master Mix sind.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung einer RNase H2-abhéngigen real-time PCR: A) abhangig von der in
der Ziel-DNA vorhandenen Base (hier G oder A; Einzelbasenmodifikation = SNP) bindet einer der beiden
spezifischen Forward Primer. AuRerdem bindet ein Reverse Primer an die DNA. Die Primer sind am 3‘-Ende
blockiert und besitzen eine einzelne RNA-Base. Die beiden Forward Primer weisen am 5-Ende zudem eine
Bindestelle fiir den universellen Forward Primer und die Hydrolyse-Sonde. B) Das Enzym RNase H2 erkennt den
RNA-DNA-Mismatch zwischen gebundenem Primer und Ziel-DNA und schneidet an dieser Position den Primer,
wodurch auch die Blockierung entfernt wird. Die Polymerase vervollstandigt jeweils den komplementéaren Strang,
wodurch auch die Bindestelle des Forward Primers im PCR-Produkt vorhanden ist. C) An diese Bindestelle
binden der universelle Forward Primer und die Hydrolyse-Sonde. D) Wird ausgehend vom universellen Primer der
zweite Strang vervollstandigt, wird die sich im Weg befindliche Hydrolyse-Sonde abgebaut und Reporter- und
Quencher-Farbstoff raumlich voneinander getrennt. Der Reporter kann nun die Anregungsenergie in Form von
Fluoreszenz einer bestimmten Wellenlange abgeben, die als Fluoreszenzsignal gemessen werden kann.

5.3 Digitale PCR (dPCR)

Eine sehr vielversprechende Methode zur Detektion von einzelnen Modifikationen ist die
digitale PCR (dPCR). Die dPCR basiert auf dem Prinzip der gPCR und kann (abhangig vom
genutzten Geréat) mit interkalierenden Farbstoffen oder Hydrolysesonden durchgefthrt
werden. Der hergestellte Reaktionsmix, bestehend aus der DNA-Probe und den PCR-
Komponenten wird bei der dPCR auf sehr viele kleine Kompartimente aufgeteilt. Hier gibt es
derzeit zwei Verfahren. Bei der digital chamber PCR (dcPCR) wird ein Chip mit festen
Kompartimenten verwendet, auf die der Reaktionsmix aufgeteilt wird. Bei der digitalen
droplet PCR (ddPCR) werden iiber Wasser-Ol-Emulsionen Tropfchen erzeugt, in die der
Reaktionsmix verteilt wird. AnschlieBend wird eine konventionelle Endpunkt-PCR
durchgefihrt, die in jedem Kompartiment separat ablauft. AnschlieRend wird die Fluoreszenz
in jedem einzelnen Kompartiment gemessen. Befindet sich das gesuchte DNA-Fragment in
einem Kompartiment, wird es in der PCR vervielfaltigt und das Kompartiment leuchtet. Ist
das gesuchte DNA-Fragment in einem Kompartiment nicht vorhanden, lauft auch keine PCR
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ab und das Kompartiment leuchtet nicht. Durch diese 0-1-Antwort erhielt die Methode die
Bezeichnung ,digitale PCR* (Abbildung 20). Uber das Verhltnis von positiven zu negativen
Kompartimenten kann — unter Bericksichtigung des Reaktionsvolumens des Kompartiments
und der Verdiinnung der Probe — auf die anfangliche DNA-Kopienzahl der Probe
zurickgerechnet werden. Da in Kompartimenten auch mehr als eine Ausgangskopie der
Ziel-DNA vorhanden sein kann, muss dies bertcksichtigt werden. Dies erfolgt tber die
Nutzung der Poisson-Korrektur.

Werden zwei Hydrolysesonden in der dPCR verwendet, wobei eine die Mutation detektiert,
die zweite den Wildtyp (unmaodifiziert), so ist auf diesem Wege eine Detektion selbst kleiner
Nukleotidunterschiede in der DNA moglich [130]. Allerdings ist auch hier eine vorherige
Kenntnis tber die eingebrachte DNA-Modifikation notwendig. Im Gegensatz zur gPCR
werden die DNA-Molekile auf unterschiedliche Kompartimente verteilt, in denen die PCR
getrennt ablauft. Dadurch erhéht sich die Wahrscheinlichkeit, dass die Mutation in einem
Hintergrund aus Wildtyp-DNA detektiert werden kann. Daher kénnte die dPCR im Hinblick
auf die Detektion von einzelnen oder wenigen Basenaustauschen besser geeignet sein, als
die klassische gPCR.
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Abbildung 20: Schematischer Ablauf einer ddPCR-Analyse. Der Reaktionsmix mit der Probe wird auf bis zu
20.000 Tropfchen einer Wasser-Ol-Emulsion aufgeteilt. Die DNA verteilt sich dabei zuféllig auf die Tropfchen.
Diese Trépfchen durchlaufen eine Endpunkt-PCR, werden nach der PCR vereinzelt und die Anzahl und
Fluoreszenz jedes Tropfchens gemessen. Durch die Verwendung von interkalierenden Farbstoffen bzw.
Hydrolysesonden leuchten Tropfchen, in denen das gesuchte DNA-Fragment vervielfaltigt wurde. Uber das
Verhaltnis von positiven Tropfchen zur Gesamtzahl der Tropfchen kann unter Verwendung der Poisson-Korrektur
auf die anfangliche DNA-Konzentration zurtickgerechnet werden.
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5.4 T7 Assay

Eine Mdaglichkeit zur Detektion von Einzelbasenmaodifikationen ist die Verwendung einer T7
Endonuklease | in Kombination mit der Kapillarelektrophorese (bzw. Gelelektrophorese).
Hierbei ist es jedoch wichtig zu wissen, in welchem Genabschnitt sich die Modifikation
befindet. Dieser Genabschnitt wird mittels PCR vorab vervielfaltigt, wobei einige PCR-
Produkte auch die unmaodifizierte Base enthalten. Anschlie3end werden die DNA-
Doppelstrange durch Erhitzen getrennt und durch langsames Abkuhlen wieder miteinander
verbunden. Dabei entstehen auch Heteroduplex-DNAs. Diese enthalten auf einem DNA-
Strang die Modifikation, auf dem anderen Strang die nicht-modifizierte Base. Dieser
Unterschied wird von der T7 Endonuklease | erkannt und die DNA an dieser Stelle
geschnitten. Es entstehen folglich zwei Fragmente. Ist nur die Wildtyp-DNA vorhanden,
erfolgt kein Schnitt und es bleibt bei einem spezifischen DNA-Fragment. Die Anzahl der
Fragmente und deren Grél3e kann dann mittels Gelelektrophorese, besser jedoch Uber
Kapillarelektrophorese bestimmt werden (siehe Abbildung 21). Die Methode, die zur
Modifikation der DNA genutzt wurde, kann auch hier nicht bestimmt werden. Ist keine
Information zur Modifikation vorhanden, ist diese Methode ungeeignet, um Genome Editing-
Anwendungen zu detektieren. Auch ist die Sensitivitat dieser Methode deutlich schlechter als
bei real-time PCR-basierten Methoden.
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Abbildung 21: Detektion einer bekannten Genomeditierung mittels Restriktionsverdau und
Kapillarelektrophorese. Die Heteroduplex-DNA wird unter Verwendung einer T7-Endonuklease | verdaut und die
Produkte kapillarelektrophoretisch aufgetrennt (RFU = relative fluorescence unit).
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5.5 Next Generation Sequencing

Die derzeit am haufigsten diskutierte Methode zur Detektion von eingebrachten genetischen
Modifikationen ist das Next Generation Sequencing (NGS). NGS stellt eine massiv parallele
Sequenzierung von DNA dar und ermdglicht dadurch die Detektion von sehr kleinen
Veranderungen im Genom. Die DNA (genomische DNA oder PCR-Amplikons) wird tUber
Ultraschall oder Enzyme in kleine Fragmente zerlegt. An diese Fragmente binden
sogenannte Adapter, die eine Bindung der Fragmente an eine Glasplatte ermdglichen und
Bindestellen fir die Sequenzierprimer aufweisen. AuRerdem enthalten diese Adapter eine
kurze DNA-Sequenz, den Index, die bei jeder Probe unterschiedlich ist. Dadurch kénnen
mehrere Proben parallel sequenziert werden, was die Kosten und den Aufwand deutlich
senkt. Jedes dieser Fragmente wird an der Glasplatte gebunden, vervielfaltigt und
sequenziert. AnschlieBend werden Uber bioinformatische Verfahren die einzelnen
Sequenzen wieder zu einer langeren Sequenz zusammengesetzt. Hier unterscheidet man
zwei Herangehensweisen: die Resequenzierung und die De-Novo-Sequenzierung
(Abbildung 22). Bei der Resequenzierung werden die sequenzierten Fragmente mit einer
Referenzsequenz verglichen und auf Basis der Ubereinstimmungen zu einer groReren
Sequenz zusammengesetzt. Bei der De-Novo-Sequenzierung fehlt diese Referenzsequenz,
so dass die einzelnen Fragmente aufgrund ihrer tGberlappenden Bereiche zu langeren
Sequenzen (Contigs) zusammengesetzt werden.

A| Resequenzierung B | De-novo-Sequenzierung
: - -_ : : Reads - - -_ : : Reads
‘ Referenz-Sequenz ‘

|«
<+

Abbildung 22: Zwei Herangehensweisen bei der Auswertung von Next Generation Sequencing-Daten: A) bei der
Resequenzierung werden die Reads anhand einer Referenzsequenz zu einer langeren Sequenz
zusammengesetzt. B) Bei der De-Novo-Sequenzierung werden die Reads anhand ihrer Uberlappungen zu
groRReren Sequenzen zusammengesetzt.

Um das bioinformatische Problem zu umgehen wird an neuen Sequenziertechniken
geforscht. Ein bereits etabliertes System ist das Nanopore-Sequencing. Hierbei wird die DNA
nicht mehr in kleine Fragmente zerstiickelt, sondern komplett durch eine Nanopore (sehr
kleine definierte Offnung eingebettet in einer Biomembran) gelenkt. Bei der Durchwanderung
der Poren fiihren die verschiedenen Nukleotide zu unterschiedlichen Anderungen der
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PorengroRRe. Dies wiederum fihrt zu einer Veranderung des Stromflusses, der an der
Biomembran gemessen werden kann (Abbildung 23). Dadurch lassen sich Anderungen der
PorengroRe den einzelnen Nukleotiden zuordnen und somit die Sequenz der DNA, die durch
die Pore wandert, in Echtzeit bestimmen.

Enzym
entwindet DNA

StromfluB

Nanopore

Zeit
Membran

sresreresiat i
s s

lonenfluB

Abbildung 23: Nanopore-Sequencing nach dem Prinzip der Firma Oxford Nanopore Technologies: die
einzelstrangige DNA wird durch eine Pore geleitet. Abhangig von den durchlaufenden Nukleotiden andert sich der
StromfluR. Dadurch l&sst sich in Echtzeit verfolgen, welche Nukleotide der Reihe nach durch die Pore wandern.
Die Reihenfolge der Nukleotide ergibt die DNA-Sequenz des DNA-Einzelstrangs.

Dieses Verfahren fuhrt zu langen DNA-Sequenzen, die nun nicht mehr in aufwendigen
bioinformatischen Tools aus kleinen Fragmenten zusammengesetzt werden mussen. Noch
ist die Technik etwas fehleranfélliger als das bisherige NGS-Verfahren, doch neue
Entwicklungen senken diese Fehlerrate deutlich, so dass das Nanopore-Sequencing eine
deutliche Alternative oder zumindest eine gute Ergdnzung zum bisherigen NGS-Sequencing
darstellt.

Der Einsatz von NGS-Methoden als Nachweis von Genome Editing gestaltet sich jedoch
sehr schwierig, da zwar die gesamte Sequenz des zu analysierenden Organismus durch die
NGS-Analyse bestimmt wird, die Aussage ob es sich um eine Punktmutation an bestimmten
Stellen im Genom handelt, aber nur im Vergleich zu Referenzgenomen erfolgen kann.
Solche Referenzgenome sind zurzeit kaum bis gar nicht vorhanden. Zudem mussten sie fur
jede Spezies und Pflanzensorte einzeln bestimmt werden.
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6 Rechtliche Situation

6.1 Europaische Union

Am 25.07.2018 fallte der Europaische Gerichtshof (EuGH) in der Rechtssache C-528/16 ein
Grundsatzurteil. Dabei wurde festgestellt, dass alle mittels Mutagenese erhaltenen
Organismen als GVO im Sinne der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG [131] gelten. Die in der
Freisetzungsrichtlinie Anhang 1B (Artikel 3 Abs. 1) aufgeflihrten Ausnahmen beziehen sich
dabei nur auf klassische Mutagenese-Verfahren, die schon lange als ,sicher’ eingestuft und
genutzt werden (z. B. Mutagenese mittels Bestrahlung oder mutagener Substanzen). Einige
der durch diese Verfahren hergestellten Organismen sind in einer Datenbank® der
Ernahrungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen (FAO) und der
Atomenergiebehorde (IAEA) aufgefluhrt (siehe Tabelle 3). Diese Datenbank ist freiwillig, so
dass vermutlich nur ein Bruchteil der Organismen, die mittels radioaktiver Strahlung oder
mutagener Substanzen hergestellt wurden, hier auch tatsachlich aufgefihrt sind.

Tabelle 3: Anzahl der Eintrage exemplarischer Pflanzenspezies in der Datenbank der FAO/IAEAL, die mittels
radioaktiver Strahlen oder mutagener Substanzen modifiziert wurden und damit vom EU-Gentechnikrecht
ausgenommen sind (Mais (Zea mays); Sojabohne (Glycine max), Raps (Brassica napus), Reis (Oryza sativa),
Baumwolle (Gossypium sp.)) — Stand 30.07.2018.

Spezies Zea mays Glycine max Brassica napus Oryza sativa Gossypium sp.
Anzahl der 96 173 21 822 48
Eintrage

Demnach fallen alle Anwendungen der neuen Techniken unter den Anwendungsbereich der
Richtlinie 2001/18/EG. Die damit hergestellten Organismen sind daher als GVO einzustufen
(Abbildung 24). Alle Voraussetzungen, die in der Freisetzungsrichtlinie fir GVO aufgefuhrt
sind, gelten gleichermalRen. Im Rahmen des Zulassungsprozesses in der EU ist der
Hersteller entsprechend verpflichtet, geeignetes Referenzmaterial und spezifische
Nachweisverfahren fur die Uberwachung zur Verfiigung zu stellen. In wie weit dies
tatsachlich moéglich bzw. praktikabel ist, wird sich in den ndchsten Jahren zeigen. Das EuGH-
Urteil findet gleichermalRen bei Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen Anwendung, die
mittels neuer Techniken hergestellt wurden und freigesetzt bzw. in Verkehr gebracht werden
sollen.

Die Einstufung von Organismen erfolgt in der EU weiterhin auf prozessbezogener Basis. In
wissenschaftlichen Kreisen besteht jedoch grol3tenteils die Auffassung, dass das Produkt
bzw. der Phanotyp starker im Fokus einer Bewertung stehen sollte [132, 133].

5 https://mvd.iaea.org/
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Abbildung 24: Regulatorischer Status der neuen Genomeditierungstechniken SDN-1, SDN-2, SDN-3 sowie des
Gene Drive nach dem EuGH-Urteil. Natiirliche Mutationen, sowie die ,klassische” Mutagenese mit Chemikalien
oder Strahlung, I6sen ungezielte Veranderungen (z. B. Insertionen, Deletionen oder Punktmutationen) im Genom
der Zelle aus. Die Anwendung dieser Techniken stellt nach dem EuGH-Urteil Gentechnik dar. Die resultierenden
GVO werden aber i. d. R. nicht reguliert bzw. ist deren Regulierung den einzelnen Mitgliedsstaaten freigestellt.
Die Anwendung der SDN-3-Technik sowie des (rekombinanten) Gene Drives flihrt zu Organismen, die Trager
einer gentechnischen Veranderung sind und somit GVO darstellen. Es handelt sich somit um Gentechnik, die
bereits vor dem EuGH-Urteil reguliert war. Beide Techniken flihren dabei zum gezielten Einfligen von fremder
DNA, die mehrere tausend Basenpaare umfassen kann. Mit Hilfe der ODM-, SDN-1- und SDN-2-Techniken
kdénnen gezielte Verédnderungen im Genom der Zelle durchgefuhrt werden. Im Falle der Anwendung der SDN-1-
Technik kdnnen dabei insbesondere Insertionen und Deletionen (,Indels“) hervorgerufen werden und im Falle der
ODM- und SDN-2-Technik gezielte Punktmutationen. Im Falle der SDN-1-Technik wird dabei kein DNA-Molekdl
als Matrize zugegeben, im Falle der ODM- und SDN-2-Techniken erfolgt die Zugabe einer entsprechenden DNA-
Reparaturvorlage. Der Status der ODM-, SDN-1- und SDN-2-Technik war vor dem EuGH-Urteil nicht eindeutig
geklart. Seit dem EuGH-Urteil werden diese Techniken als Gentechnik eingestuft und als solche reguliert.

6.2 Weltweit

In den USA erfolgt die Einstufung von genomeditierten Organismen je nach Art des
Organismus und dessen Anwendungsbereichs durch die USDA-APHIS (US Department of
Agriculture — Animal and Plant Health Inspection Service), die FDA (US Food and Drug
Administration) und die EPA (US Environmental Protection Agency). Sofern modifizierte
Organismen keine Pflanzenschadlinge sind, nicht mittels DNAs oder Vektoren von
Pflanzenschéadlingen erzeugt wurden und auch Uber konventionelle Ziichtung hétten
hergestellt werden kénnen, sind diese fiur die USDA-APHIS von der Regulierung
ausgenommen. Um den Regulierungsprozess von als Lebens- oder Futtermittel genutzten
genomeditierten Organismen zu verbessern, hat sich die FDA Uber einen Aufruf an die
Offentlichkeit gewandt, die nun Kommentare und Informationen einreichen kann. Produziert
eine modifizierte Pflanze ein Pestizid (z. B. Insektizide wie das Bt-Toxin), erfolgt eine
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Regulierung durch die EPA. Allerdings sind nicht die modifizierten Pflanzen, sondern die
chemischen und biologischen Eigenschaften des Pestizids Grundlage des
Regulierungsprozesses.

In Kanada erfolgt die Regulierung sehr stark produktbezogen und wird von Fall zu Fall durch
die Canadian Food Inspection Agency (CFIA) entschieden [132]. Dabei spielt die Methode
zur Produktion des modifizierten Organismus keine Rolle. Entscheidend ist ausschlie3lich
die Neuartigkeit des Produkts, die dann gegebenenfalls eine Regulierung und
Risikobewertung nach sich zieht. Als neuartig gelten dabei Organismen, deren neue
Eigenschaft bisher in keiner kultivierten Population in Kanada vorhanden ist. Ebenfalls als
neuartig gilt der Organismus sofern das Niveau des Merkmals signifikant auR3erhalb des
Bereichs des Merkmals in anderen kultivierten Populationen in Kanada liegt. Hat das neue
Merkmal potentiell eine negative Auswirkung auf die Umweltsicherheit, erfolgt auf jeden Fall
eine Risikobewertung und Regulierung.

Auch in Argentinien erfolgt die Bewertung einzelfall- und produktbezogen. Argentinien ist
auch das erste Land, das gesetzliche Rahmenbedingungen fiir die neuen
molekularbiologischen Methoden gesetzt hat. Als gentechnisch verandert wird hier ein
Organismus angesehen, wenn eine stabile Integration eines Gens (oder mehrerer Gene)
oder einer DNA-Sequenz in das Pflanzengenom stattgefunden hat. Sofern dies nicht der Fall
ist, hangt die Bewertung davon ab, ob fir die Erzeugung des genomeditieren Organismus
ein Transgen vorUbergehend eingebracht wurde. Verbleibt dieses Transgen im Organismus,
wird dieser als gentechnisch verandert eingestuft. Wurde kein Transgen verwendet oder ist
das Transgen im Endprodukt nicht mehr vorhanden, gilt dieser Organismus nicht als
gentechnisch verandert.

Eine ahnliche Herangehensweise findet sich in Brasilien, wo hauptséchlich drei Institutionen
beteiligt sind, CNTBio (National Biosafety Technical Commission), ANVISA (Brazilian
National Health Surveillance Authority) und CONEP (Brazil's National Committee for Ethics
in Research). CNTBIo ist eine multidisziplinare Institution, die technische Unterstutzung far
die Regierung bietet und die nationale Gesetzgebung aktualisiert, Biosicherheitsrichtlinien
umsetzt und sicherheitsrelevante Normen festsetzt. Auch Forschungsvorhaben werden von
der CNTBio genehmigt. ANVISA ist bei der Zulassung, Uberprifung und Regulierung von
Produkten beteiligt, die mogliche Gesundheitsrisiken aufweisen, die sich aufgrund des
Genome Editing ergeben. CONEP entwickelt Leitlinien im Bereich der Gesundheitsforschung
und ist fiir die Evaluierung, Genehmigung und Bewertung von Forschungsvorhaben im
Humanbereich zustandig. Hierbei stehen dann vor allem ethische Aspekte im Vordergrund.
Auch in Brasilien wird eine produktbezogene Einzelfalliberprifung durchgefihrt.

Das , Office of the Gene Technology Regulator’ (OGTR) hat in Australien einen Entwurf zur
Uberarbeitung bestehender GVO-Regularien erstellt. Darin sind einige Bewertungen
aufgeflihrt, die prozessbezogen sind: Demnach gilt ein Organismus als gentechnisch
verandert, wenn die ODM-Technik zur Modifikation genutzt wurde. Ebenfalls als
gentechnisch verandert gilt ein Organismus, wenn bei der Herstellung ein Nukleinséure-
Template fur die ,homology-directed repair® von durch SDN erzeugte Einzel- oder
Doppelstrangbriiche verwendet wird (SDN-2 und SDN-3). Wird kein Nukleinsdure-Template
verwendet, gilt der Organismus nicht als gentechnisch verandert (SDN-1). Auch unter den
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folgenden Voraussetzungen wird ein Organismus nicht als gentechnisch verandert
eingestuft:

= es wurde eine RNA eingefihrt, die nicht in ein Polypeptid Gbersetzt wird

= es wurde eine RNA eingefiihrt, die nicht zu einer Anderung der Genomsequenz des
Organismus fuhrt

= es wurde eine RNA eingefihrt, die nicht zu einem infektiosen Agens fuhrt

Nach offentlicher Diskussion dieses Entwurfs wird das Dokument noch modifiziert und
konnte dann dem Gesetzgebungsverfahren zugefihrt werden.

In Japan wurde in einem Komitee des ,Ministry of Environment* (MOE) Uber die Bewertung
von Genome Editing diskutiert. Dabei sind sich die Mitglieder einig, dass SDN-1-
Anwendungen nicht reguliert werden sollten. Jedoch miusse sichergestellt sein, dass die
daraus entstehenden Produkte sicher sind. Au3erdem wurde vorgeschlagen ein
Managementsystem zu erstellen, in dem der Regierung die Art und die Anwendung aller
genomeditierter Organismen, die nicht unter die GVO-Regulierung fallen, tibermittelt werden.
Jedoch sollen Mikroorganismen in geschlossenen Anlagen hiervon ausgenommen werden.
Diese MalRnahme soll das Vertrauen der Bevdlkerung in die neuen Techniken starken.

7 Fazit

Die neuen molekularbiologischen Techniken, die unter dem Uberbegriff Genome Editing
zusammengefasst werden kdnnen, ermdglichen die zielgerichtete Modifikation des Erbguts.
Vor allem die Oligonukleotid-gelenkte Mutagenese (ODM) und sequenzspezifische
Nukleasen (SDN) stehen dabei im Fokus. Neben Zink-Finger-Nukleasen (ZFN) und
Transcription Activator-like Effector-Nukleasen (TALEN) hat sich bei den SDN vor allem das
CRISPR/Cas9-System durchgesetzt. Im Vergleich zu ZFN und TALEN sind CRISPR/Cas9-
Systeme wesentlich einfacher, schneller und kostengtinstiger anzuwenden und in ihrer
Anwendung flexibler. Dies hat dazu gefuhrt, dass sich das CRISPR/Cas9-System und
Varianten desselben in den letzten Jahren in Forschung und Entwicklung durchgesetzt
haben.

Veranderungen im Genom, die durch das Genome Editing vorgenommen werden kénnen,
sind vielfaltig. Mdglich ist sowohl der Austausch einzelner Basen, als auch die Insertion und
Deletion von kleinen und gréf3eren DNA-Abschnitten.

Durch das Urteil des EuGHs vom 25.07.2018 stehen die Forschung/Entwicklung und vor
allem auch die Uberwachung vor groRen Herausforderungen. Alle Organismen, die durch
Genome Editing modifiziert wurden, fallen demnach in der EU in den Wirkungsbereich der
Gentechnik-Freisetzungsrichtlinie und dirfen damit nicht ohne Zulassung in Verkehr
gebracht werden. Folglich ist nicht nur der Nachweis der Modifikation an sich, sondern auch
der Nachweis der verwendeten Methode erforderlich, da beispielsweise Punktmutationen
auch natdrlich oder Uber klassische Mutageneseverfahren entstehen kénnen, die von der
Freisetzungsrichtlinie ausgenommen sind.
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Der Nachweis einer Modifikation ist bei vorheriger Kenntnis dieser Modifikation durch
verschiedene molekularbiologische Verfahren prinzipiell moglich. Es kann aber nicht immer
nachgewiesen werden, durch welches Verfahren diese Modifikation erzeugt wurde.

Ist die Modifikation nicht bekannt, ist ein Nachweis schwierig bis unmdglich. Als mogliche
Nachweisverfahren flr Punktmutationen kénnten verschiedene Varianten der gPCR, die
digitale PCR, der T7 Assay oder NGS Verwendung finden. Allerdings gibt es derzeit weder
konkret verfiigbare Nachweismethoden, noch Referenzmaterial fir die entsprechenden
Nachweise, obwohl weltweit bereits die ersten genomeditierten Produkte auf dem Markt sind
und sich viele Produkte in der Pipeline befinden. Momentan fehlen wichtige Informationen.
Dies betrifft vor allem die fiir die Entwicklung von Nachweismethoden notwendigen
Sequenzinformationen. Hinzu kommt, dass die Nachweisgrenzen der méglichen
Nachweismethoden, welche fir Einzelbasenmodifikationen angewendet werden kdnnten,
madglicherweise hoher liegen als der geforderte Kennzeichnungsschwellenwert fiir
gentechnisch veranderte Lebens- und Futtermittel in der EU von 0,9 %. Bei der
unterschiedlichen Rechtslage in Bezug auf das Genome Editing weltweit stellt sich die
Frage, ob genomeditierte Organismen in Dokumenten aus Landern aufgefuhrt werden, in
denen diese Methoden nicht regulierungspflichtig sind.

Die Anwendungen des Genome Editing sind &uf3erst vielfaltig und finden sich sowohl bei
Mikroorganismen, in der Pflanzen- oder Tierziichtung, als auch an menschlichen Zellen im
Bereich der Grundlagenforschung. Im Besonderen wird hier vor allem die CRISPR/Cas9-
Technik vermehrt genutzt. Genome Editing-Verfahren besitzen zweifelsohne ein hohes
Potential, jedoch sind mit ihr je nach Anwendung auch mdgliche Risiken verbunden. Hier
sind die sogenannten ,Off-Target-Effekte* zu beriicksichtigen. Besondere Risiken gehen von
Gene Drive-Organismen aus, da sich hier Veranderungen im Erbgut mdglicherweise schnell
in einer ganzen Population ausbreiten kénnen.

Die Techniken der Genomeditierung selbst unterliegen einer fortwahrenden
Weiterentwicklung, so dass zu erwarten ist, dass deren Préazision in den néchsten Jahren
weiter steigen wird und damit potentielle Risiken weiter reduziert werden.
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10 Glossar

DNA-METHYLIERUNG

Die Basen Adenin und Cytosin kénnen durch Ubertragung von Methylgruppen (-CHa)
zu N8-Methyladenin, 5-Methylcytosin und N*-Methylcytosin verandert werden. DNA-
Methylierungen haben verschiedene Funktionen: Schutz vor Fremd-DNA, Einfluss auf
die Genexpression, Fehlerkorrektur bei der DNA-Replikation und Unterscheidung von
mutterlichen und véaterlichen Allelen.

GENOME EDITING

Unter dem Begriff Genome Editing sind neue molekularbiologische Verfahren
zusammengefasst, welche zur zielgenauen Veradnderung des Erbguts von Organismen
eingesetzt werden.

HETERODUPLEX DNA

Eine Heteroduplex-DNA ist eine doppelstrangige DNA aus zwei DNA-Einzelstrangen
unterschiedlicher Herkunft. Dabei kann es einzelne Bereiche geben, die nicht
zueinander passen. Hier bilden sich Schleifenstrukturen aus.

HOMOLOGE REKOMBINATION

Homologe Rekombination (HR) ist ein Mechanismus zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen. Ist ein DNA-Doppelstrang mit homologen, d. h. ahnlichen DNA-
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Bereichen, vorhanden, wird dieser DNA-Doppelstrang als Vorlage fiir die Reparatur
verwendet. Die beiden DNA-Molekile ndhern sich an und es kommt im Bereich der
ahnlichen DNA-Abschnitte zu Crossing Over, also einem Austausch zwischen den
beiden DNA-Molekdilen.

INDEL

Insertion oder Deletion

IN SILICO

Vorgange, die am Computer simuliert werden.

NICKASE

Nickasen sind Enzyme, die Einzelstrangbriiche (Nicks) in doppelstrangiger DNA
hervorrufen kénnen.

NON-HOMOLOGOUS END JOINING (NHEJ)

NHEJ ist ein Reparaturmechanismus fir Schaden an der doppelstréangigen DNA.
Dabei werden die beiden DNA-Fragmente bei einem Doppelstrangbruch ohne
entsprechende Vorlage wieder zusammengefiugt. Bei diesem Vorgang kann es zu
Fehlern bei der Reparatur kommen, wodurch Deletionen, Insertionen oder Mutationen
entstehen kdnnen.

PLEIOTROPE EFFEKTE

Von einem pleiotropen Effekt spricht man, wenn ein Gen mehrere, voneinander
unabhangige Merkmale beeinflusst.

SELBSTKLONIERUNG

Bei der Selbstklonierung wird einer Zelle oder einem Organismus genetisches Material
entnommen und wieder in Zellen der gleichen oder eng verwandter Arten eingefiigt.
Zwischen der Entnahme und dem Einfiigen kénnen Modifikationen des genetischen
Materials vorgenommen werden.

TRANSKRIPTION

Ubersetzen der Information der DNA in einen Bauplan (mRNA) fiir ein Protein bzw.
mehrere Proteine.

XENOTRANSPLANTATION

Xenotransplantation ist die Transplantation von Organen oder Gewebeteilen in einen
Organismus einer anderen Art (z. B. vom Schwein in den Menschen).
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11 Anhang 1 - Genome Editing: Anwendungsbeispiele

Tabelle 4: exemplarische Anwendungen des Genome Editing bei Pflanzen, Saugetieren, Fischen und Insekten
(Teile dieser Tabelle stammen aus einem Bericht des Bundeamts fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL), des Julius-Kuhn-Instituts (JKI) und des Friedrich-Léffler-Instituts (FLI) im Auftrag
des Bundesministeriums fiir Ernahrung und Landwirtschaft (BMEL); [134]); F&E = Forschung & Entwicklung.

Organismus Spezies Modifikation Technik Literatur
Bakterien E. coli
P. syringae ibioti i i
yrng _ Antibiotikaresistenz als Selektionsmarker ODM [135]
S. flexneri Status: F&E
S. typhimurium
Pflanzen verringerter Ligningehalt
Alfalfa Hersteller: Calyxt Inc. (USA) TALEN [136]
Status: Phase 1 (von 3; Stand 20.02.2019)
Baumwolle GhCLA1 knock-out; Albino Phanotyp CRISPR/Cas9  [137]
Status: F&E
Baumwolle GhARG knock-out; laterales Wurzelwachstum CRISPR/Cas9 [48]
Status: F&E
Erdnuss AhFAD2-Mutation; Olsauregehalt TALEN [138]
Status: F&E
epsps-Mutation; Herbizidtoleranz .
Flachs Hersteller: Cibus (USA) ODM; [139]
' g CRISPR/Cas9
Status: Vermarktung geplant fur 2019
Mutation im HvPAPhy_a-Promotor;
Gerste Phytinsauregehalt TALEN [46]
Status: F&E
Kaffee CcPDS knock-out; Albino Phéanotyp CRISPR/Cas9  [140]
Status: F&E
reduzierte Schwarzfleckigkeit
Kartoffel Hersteller: Simplot Plant Science (USA) TALEN [136]
Status: unbekannt / moglicherweise Marktreife
vinv-Mutation; verbesserte
Lagerungseigenschaften und geringerer
Kartoffel Acrylamidgehalt TALEN [141]
Hersteller: Calyxt Inc. (USA)
Status: unbekannt / méglicherweise Marktreife
nicht-braunende Kartoffel
Kartoffel Hersteller: Calyxt Inc. (USA) TALEN [136]
Status: Phase 1 (von 3; Stand 09.08.2018)
veranderte Starkezusammensetzung
Mais Hersteller: DuPont Pioneer. (USA) CRISPR/Cas9 [136]
Status: Vermarktung geplant fir 2020
Mais ahas-Mutation; Herbizidtoleranz ODM [142]
Status: F&E
IPK1 knock-out; modifizierter
Mais Phytlnsauregt_ehalt ZEN 36, 136]
Hersteller: Dow AgroScience (USA)
Status: unbekannt / moglicherweise Marktreife
alc knock-out; Reduktion des Ernteverlusts
Raps durch schlagfeste Saat CRISPR/Cas9 [44]
Status: F&E
BnAHAS1C-Mutation; Herbizidtoleranz
Raps Hersteller: Cibus (USA) ODM [14]
Status: verfiigbar (SU Canola)
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Organismus Spezies Modifikation Technik Literatur
OsMPK5-Mutation; Pilz- und
Reis Bakterienresistenz CRISPR/Cas9  [143]
Status: F&E
Reis sbell-Mutation; Amylosegehalt CRISPR/Cas9  [144]
Status: F&E
Reis als-Mutation; Herbizidtoleranz CRISPR/Cas9 [39]
Status: F&E
Gnla und DEP1 knock-out; Ertragssteigerung
Reis OsPDS knock-out; Albino Phanotyp CRISPR/Cas9  [145]
Status: F&E
Reis als-Mutation; Herbizidtoleranz ODM [35]
Status: F&E
Mutation im Os11N3-Promotor;
Reis Resistenz gegen Xanthgmqnas oryzae TALEN [41]
Hersteller: lowa State University (USA)
Status: unbekannt / méglicherweise Marktreife
FAD2-1A- und FAD2-1B-Mutation;
Soja Fettsauremuster TALEN 52, 136]
Hersteller: Calyxt Inc. (USA)
Status: Phase 3 (von 3)
Drb2a und Drb2b knock-out
Soja Trockenheits- und Salztoleranz CRISPR/Cas9 [136]
Hersteller: USDA-ARS (USA)
Status: unbekannt / méglicherweise Marktreife
Tabak als-Mutation; Herbizidtoleranz ZEN [37]
Status: F&E
Tomate rin knock-out; verlangsamte Fruchtreifung CRISPR/Cas9 53]
Status: F&E
Tomate SIAGL6 knock-out; kernlose Friichte CRISPR/Cas9 [146]
Status: F&E
Weizen TaMLO-Mutation; Mehltauresistenz TALEN [43]
Status: F&E
ballaststoffreicher Weizen
Weizen Hersteller: Calyxt Inc. (USA) TALEN [136]
Status: Phase 1 (von 3; Stand 20.02.2019)
Weizen ahas-Mutation; Herbizidtoleranz ZEN [38]
Status: F&E
CsLOB1 promoter-Mutation;
Zitrone Resistenz gegen Xanthomonas citri CRISPR/Cas9 [42]
Status: F&E
Zuckerrohr COMT knock-out; Lignin-Reduktion TALEN [147]
Status: F&E
nicht-braunende Champignons
Pilze Champignons Hersteller: Pennsylvania State University (USA) CRISPR/Cas9 [51]
Status: unbekannt / méglicherweise Marktreife
Saugetiere Huhn embryonale Geschlechtserkennung SDN-3 [57]
Huhn Ovalbumin-Gen knock-out TALEN [148]
. NRAMP1 knock-in CRISPR/Cas9-
Rind . . 149
n Tuberkulose-Resistenz nickase [149]
. PRNP knock-out / knock-in
Rind BSE-Resistenz CRISPR/Cas9 [150]
. . [151,
Rind B-lactoglubulin knock-out CRISPR/Cas9 152]
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Organismus Spezies Modifikation Technik Literatur
Rind Hornlosigkeit TALEN [54]
Rind humanes Serum Albumin-Gen knock-in TALEN [153]
Rind myostatin knock-out TALEN He

155]
Rind Iysostz_iphinulnsertion ZEN [156]
Mastitispréavention
FGF5 knock-out [157-
Schaf Wollwachstumn CRISPR/Cas9 159]
Schaf myostatin knock-out CRISPR/Cas9 [5%611(]30’
Schaf myostatin knock-out ZFN [162]
Schwein myostatin knock-out CRISPR/Cas9 [llgf]
Schwein Unempfangllchk_elt gegenL_Jber einer PRRS- CRISPR/Cas9 [61]
Virus-Infektion
Schwein Resistenz gegeniiber PRRS-Virus-1-Infektion CRISPR/Cas9  [165]
Schwein Resistenz gegeniiber PRRS-Virus-Infektion = CRISPR/Cas9 [62]
fat-1 knock-in
Schwein . CRISPR/Cas9 [166]
Fettsdurezusammensetzung
mUCP1 knock-in
Schwein ol CRISPR/Cas9  [167]
Fettreduktion
Schwein Inaktivierung des PER-Virus CRISPR/Cas9 [63]
Schwein humanes Serum Albumin-Gen knock-in CRISPR/Cas9  [168]
. . CRISPR/Cas9
Schwein myostatin knock-out Cre/LoxP [169]
. Insulin-Gen Punktmutation (3 Basen) CRISPR/Cas9
Schwein Humanisiertes Schweine-Insulin TALEN [170]
Schwein myostatin knock-out TALEN [58, 171]
Ziege myostatin knock-out CRISPR/Cas9 [63'7%,52‘
Ziege GDF9 Punktmutation — Erhéhung der CRISPR/Casd  [174]
Nachkommenzahl
Ziege Unempfangllchkelt gegenuber CRISPR/Cas9 [60]
Prionenerkrankung
Ziege myostatin knock-out TALEN [175]
. B-lactoglobulin
B Allergenreduktion ZEN o]
Fische getiipfelter Gabelwels myostatin knock-out CRISPR/Cas9  [177]
getiipfelter Gabelwels Lute|n|3|erungshormor).(I:H)-Gen knock-out; ZEN [178]
Sterilitat
t d slc45a2 knock-out
Atlantik-Lachs Yrung sicavas knock-ou CRISPR/Cas9  [179]
Albino Phanotyp
. dnd und slc45a2 knock-out
Atlantik-Lachs S et ) Al ElE e CRISPR/Cas9  [180]
Karpfen myostatin knock-out CRISPR/Cas9  [181]
Insekten Aedes aegypiti kmo knock-out; Augenfarbe TALEN [182]
Aedes aegypti nix knock-out; Geschlechtsbestimmung CRISPR/Cas9  [183]
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Organismus Spezies Modifikation Technik Literatur

Integration von anti-Plasmodium falciparum

Anopheles stephensi Effectorgenen

CRISPR/Cas9  [86]

Anopheles gambiae  AGAP007280; weibliche Sterilitét; Gene Drive CRISPR/Cas9 [87]

FREP1 knock-out; reduzierte Infektionsraten
Anopheles gambiae  mit Plasmodium falciparum und Plasmodium CRISPR/Cas9  [184]
berghei

TEP1 knockout; Uberempfindlichkeit

Anopheles gambiae gegenuber Plasmodium berghei TALEN [185]
Bombyx mori BmBLOS2 knock-out; ,oily skin‘ Phénotyp CRISPR/Cas9  [186]
Bombyx mori BmDSX knock-out; weibliche Sterilitat TALEN [187]
Bombyx mori FibH-Substitution d'glrt::n Konstrukt MaSp1- TALEN [188]
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12 Anhang 2 — Genome Editing: Tiermodelle fir humane
Erkankungen

Tabelle 5: Beispiele fiir genomeditierte Tiermodelle zur Erforschung und Behandlung von humanen

Erkrankungen (Teile dieser Tabelle stammen aus einem Bericht des Bundeamts fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL), des Julius-Kuhn-Instituts (JKI) und des Friedrich-Léffler-Instituts (FLI) im Auftrag
des Bundesministeriums fir Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL); [134]).

Spezies Gen / Modifikation Krankheit Technik Literatur
Kaninchen IL2RG und RAG1 knock-out Immundefizienz CRISPR/Cas9 [189]
PHEX knock-out Phosphatdiabetes CRISPR/Cas9 [190]
. o CRISPR/Cas9
humanes APOAII knock-in Hypercholesterindmie TALEN [191]
WRN knock-out Werner-Syndrom CRISPR/Cpf1 [192]
fumarylacetoacetat hydroxylase A
knock-out Tyrosinamie Typ | TALEN [193]
Schwein PARK2 und PINK1 knock-out Parkinson CRISPR/Cas9 [194]
INS knock-out Diabetes CRISPR/Cas9 [195]
GRH knock-out Laron-Syndrom CRISPR/Cas9 [196]
VWF knock-out vonWillebrand- CRISPR/Cas9  [197]
yndrom
. CRISPR/Cas9
SURF1 knock-out Leigh-Syndrom TALEN [198]
DAZL und APC knock-out Azoospermie TALEN [55]
Darmkrebs

LDL-Rezeptor knock-out Hypercholesterinamie TALEN [199]
Rhesus-Affe DMD knock-out Duchenne CRISPR/Cas9  [200]

Muskeldystrophie

Sichelzellandmie
-h&moglobin knock-out . CRISPR/Cas9 201
B glob! . B-Thalassamie as [201]
MECP2 knock-out Rett-Syndrom TALEN [202]
Javaneraffe p53 knock-out Krebs CRISPR/Cas9 [203]
MECP2 knock-out Rett-Syndrom TALEN [202]

Kongenitale
Nebennieren-

Dax1 knock-out Hypoplasie und CRISPR/Cas9 [204]

Hypogonadotroper

Hypogonadismus
MCPH1 Mutation Mikrozephalie TALEN [205]
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